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Wykaz skrotow

BR.21 — badanie kliniczne Ill fazy oceniajgce skuteczno$¢ erlotynibu u chorych na
zaawansowanego niedrobnokomaérkowego raka ptuca po niepowodzeniu jednej lub
dwdch linii chemioterapii

CI — confidence interval — zakres ufnosci

CISH - chromogenna hybrydyzacja in situ

EGFR — receptor dla naskérkowego czynnika wzrostu

FISH — fluorescencyjna hybrydyzacja in situ

HR — hazard ratio — wspoétczynnik ryzyka w analizie przezycia

HER?2 - receptor c-erbB2 z rodziny receptorow dla naskérkowego czynnika wzrostu
IGF1R — receptor dla insulinopodobnego czynnika wzrostu typu 1

IHC — immunohistochemia

INTEREST - badanie kliniczne Il fazy oceniajgce skutecznosc¢ gefitynibu w poréw-
naniu do docetakselu w drugiej linii leczenia chorych na zaawansowanego niedrob-
nokomdrkowego raka ptuca

ISEL — badanie kliniczne Il fazy oceniajgce skutecznos¢ gefitynibu u chorych na za-
awansowanego niedrobnokomdrkowego raka ptuca po niepowodzeniu jednej lub
dwach linii chemioterapii

NDRP — niedrobnokomaorkowy rak ptuca

NSCLC — non-small-cell lung cancer — niedrobnokomorkowy rak ptuca

PCR - reakcja fancuchowa polimerazy

gPCR - ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy

RT-PCR - reakcja tancuchowa polimerazy poprzedzona odwrotng transkrypcjg
SISH - hybrydyzacja in situ z wysrebrzaniem

TRIBUTE — badanie kliniczne oceniajgce skutecznosc¢ erlotynibu w skojarzeniu z pa-
klitakselem i karboplatyng a nastepnie leczenia podtrzymujacego erlotynibem
uprzednio nie leczonych chorych na zaawansowanego niedrobnokomérkowego raka
ptuca

VEGF — naczyniowo-$rodbtonkowy czynnik wzrostu



1. WSTEP

Rak ptuca jest najczestszg przyczyng zgondéw z powodu nowotworéw ztosli-
wych w Polsce. Liczba zarejestrowanych nowych zachorowan na raka ptuca w na-
szym kraju w 2006 roku wyniosta 20.232, natomiast liczba zgonow — 21.731 [1]. Oko-
to 80% rozpoznan histopatologicznych stanowi rak niedrobnokomoérkowy (NDRP),
ktory obejmuje nastepujace najczestsze typy histopatologiczne: rak ptaskonabtonko-
wy, rak gruczotowy (wraz z rakiem oskrzelikowo-pecherzykowym) oraz rak wielko-
komorkowy. Pozostate 20% rozpoznan stanowi rak drobnokomérkowy, charakteryzu-
jacy sie wysokim wskaznikiem proliferacji i wystepowaniem przerzutow odlegtych u
wiekszosci chorych w momencie rozpoznania.

Podstawowg metodg leczenia NDRP jest doszczetha resekcja migzszu ptuc-
nego. Zastosowanie tradycyjnych metod terapeutycznych — chirurgii, radioterapii i
chemioterapii, przyniosto w NDRP zaledwie nieznaczng poprawe wynikow leczenia.
We wczesnych stopniach zaawansowania nadal jedynie okoto 40-60% chorych
przezywa piec¢ lat po leczeniu operacyjnym [2], natomiast mediana czasu przezycia
chorych na nieoperacyjnego, miejscowo zaawansowanego oraz rozsianego raka nie
przekracza na ogo6t odpowiednio 20 i 12 miesiecy [3-8]. NDRP jest uwazany za no-
wotwor o wzglednej opornosci na chemioterapie. Metaanaliza badan klinicznych
prowadzonych w latach 90. wykazata niewielkg, ale znamienng poprawe czasu prze-
zycia chorych na zaawansowanego NDRP leczonych przy uzyciu schematéw zawie-
rajacych pochodne platyny [9].

Na poczatku obecnej dekady wykazano znamienng poprawe czasu przezycia
chorych na NDRP pod wptywem leku z grupy taksoidéw - docetakselu w drugiej linii
chemioterapii [10;11]. Podobny efekt uzyskuje sie przy uzyciu leku nowej generacji z
grupy antymetabolitdw — pemetreksedu [12]. Wyniki badan klinicznych z ostatnich lat
wskazaty rowniez na korzy$¢ z zastosowania chemioterapii w leczeniu uzupetniaja-
cym, przy czym najwiekszg poprawe czasu przezycia uzyskano przy uzyciu dwule-
kowego schematu zawierajgcego cisplatyne i winorelbine [13-15]. Nalezy jednak
podkresli¢, ze wyniki chemioterapii, zarowno w leczeniu raka zaawansowanego (po-
prawa mediany czasu przezycia o okoto 2 miesigce), jak i w leczeniu pooperacyjnym
(poprawa piecioletniego prawdopodobienstwa przezycia o okoto 5%) nie stanowig
jednak przetomu w leczeniu NDRP.



1.1. Terapie ukierunkowane molekularnie w NDRP

Szybki postep biologii molekularnej umozliwit poznanie mechanizméw po-
wstawania i rozwoju nowotworéw ztosliwych. Charakterystyczne dla NDRP zaburze-
nia molekularne mogg by¢ celem interwencji terapeutycznych. Przyktadem sukcesu
w Kklinicznym wykorzystaniu wiedzy z zakresu biologii molekularnej w onkologii jest
leczenie przewlektej biataczki szpikowej i podscieliskowych nowotworow przewodu
pokarmowego (GIST). W przewlektej biataczce szpikowej wykazano istnienie genu
fuzyjnego BCR/ABL kodujgcego konstytutywnie aktywng kinaze tyrozynowa, nato-
miast w GIST - wystepowanie mutacji w genie kodujgcym receptor c-kit (KIT) lub ge-
nie kodujgcym tancuch a receptora dla ptytkopochodnego czynnika wzrostu (PDG-
FRA). Wszystkie te zaburzenia sg punktem uchwytu dla imatynibu, drobnoczastecz-
kowego inhibitora kinazy tyrozynowej [16;17].

Aktywacja kinazy tyrozynowej receptora c-kit jest przyktadem dominujacego
zaburzenia molekularnego lezacego u podtoza powstawania podscieliskowych nowo-
tworéw przewodu pokarmowego a jednoczesnie uzalezniajgcego proliferacje komo-
rek nowotworowych od jego obecnosci. Przyktadem takiego zaburzenia w NDRP sg
mutacje genu kinazy tyrozynowej receptora dla naskorkowego czynnika wzrostu
(epidermal growth factor receptor — EGFR). W populacji europejskiej i amerykanskiej
wystepujg one w komorkach nowotworowych u okoto 10% chorych na NDRP a w
populacji dalekowschodniej — az u 30-50% [18;19]. Mutacje genu EGFR wystepuja
najczesciej w nowotworach u chorych, ktorzy nie palili tytoniu oraz w niesluzotwor-
czym raku oskrzelikowo-pecherzykowym [20;21]. W okoto 90% przypadkoéw sg to de-
lecje egzonu 19 lub mutacje punktowe egzonu 21 tego genu [19;22]. W doswiadcze-
niach in vitro, wiekszo$¢ hodowli komérkowych z mutacjami receptora EGFR wyka-
zywata wrazliwos¢ na transfekcje krotkimi hamujgcymi fragmentami RNA komple-
mentarnymi do mRNA kodujgcego receptor [23]. Komorki tych hodowli wykazujg
réwniez wysokg wrazliwos¢ na drobnoczasteczkowe inhibitory kinazy tyrozynowej
EGFR (gefitynib i erlotynib) w zakresie stezen 1Csy rzedu 10-100 nM [24]. Wynikiem
zahamowania aktywnosci kinazy tyrozynowej receptora EGFR w tych komérkach jest
nasilona apoptoza [23]. Innym niedawno opisanym zaburzeniem molekularnym, wy-
stepujagcym w guzach u okoto 3-5% chorych, jest wystepowanie genu fuzyjnego
EML4/ALK [25;26]. Gen ten koduje kinaze tyrozynowe ALK, ktora ulega konstytu-
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tywnej aktywacji. Wstepne dane in vitro sugerujg mozliwos¢ wykorzystania tej re-
aranzacji jako celu molekularnego dla inhibitorow kinazy ALK.

U wiekszosci chorych na NDRP zaburzenia molekularne w komérkach guzéw
nowotworowych wynikajg z wiekszej niestabilnosci genomu i majg ztozony charakter,
obejmujacy wiele szlakow przekazywania sygnatu, kontroli cyklu komoérkowego, apo-
ptozy i angiogenezy [27]. Przyktadami takich zaburzen sg mutacje genu TP53, wy-
stepujace w okoto 50-70% przypadkow NDRP [27-29]. Mutacje genow szlaku prolife-
racyjnego ras-raf-MEK, obejmujgce K-ras (10-40% chorych) [27;30;31], B-raf oraz
MEK (tacznie 3-5% chorych) [32], prowadzg do aktywacji kinazy MEK oraz aktywacji
cyklu komérkowego poprzez cykling D1. Mutacje te stanowig atrakcyjny cel moleku-
larny dla inhibitorow kinazy MEK, ktérych skutecznos$¢ stwierdzono w badaniach in
vitro [32].

W postaci ptaskonabtonkowej raka ptuca dominuje nadmierna metylacja sze-
regu gendw, ktéra jest zjawiskiem epigenetycznym, zachodzgcym na etapie zmian
przednowotworowych i dotyczy czesto catego nabtonka gornych drog oddechowych
[33]. Nadmierng metylacje genow mozna wykry¢ za pomocg sekwencjonowania wo-
dorosiarczynowego [34]. Nasilona metylacja promotoréw wybranych genéw w ko-
morkach plwociny zwigzana jest z podwyzszonym ryzykiem zachorowania na raka
ptuca [35]. U chorych po zabiegu operacyjnym z powodu raka ptuca wysoki stopien
metylacji promotorow wybranych genow jest zwigzane z niekorzystnym rokowaniem
[36]. Leki regulujace nasilenie metylacji sg obecnie oceniane w warunkach in vitro, w
zwierzecych modelach nowotworow [37] i w badaniach klinicznych u chorych na
NDRP.

Do rozwoju unaczynienia w tkankach guzach ptuca dochodzi na etapie zmian
przedinwazyjnych, czego przyktadem jest angiogenna dysplazja ptaskonabtonkowa
[38]. Angiogeneza nowotworowa jest regulowana przez szereg proangiogennych
czynnikdéw wzrostu, sposréd ktérych najwieksze znaczenie przypisywane jest naczy-
niowo-srodbtonkowemu czynnikowi wzrostu (VEGF), zasadowemu czynnikowi wzro-
stu fibroblastéw (bFGF) oraz czynnikowi wzrostu hepatocytow (HGF). Ekspresja tych
biatek w niedrobnokomdérkowym raku ptuca ma zwigzek z gestoscig naczyn i roko-
waniem [39-41].

Sposrdd licznych inhibitorow angiogenezy, rejestracje w leczeniu zaawansowanego
NDRP w skojarzeniu z chemioterapia, uzyskato dotychczas przeciwciato monoklo-

nalne przeciw VEGF (bewacyzumab). Podstawg rejestracji leku byty wyniki badan
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Klinicznych Ill fazy przeprowadzone w USA, w ktorym wykazano wydtuzenie mediany
czasu przezycia o okoto 2 miesigce w wyselekcjonowanej pod wzgledem cech kli-
nicznych grupie chorych [42]. W badaniach klinicznych Il i lll fazy znajdujg sie inne
inhibitory angiogenezy, w tym drobnoczasteczkowe mieszane inhibitory VEGF i in-
nych kinaz tyrozynowych [43]. Jak dotad nieznane sg cechy molekularne guza po-
zwalajgce wyodrebni¢ chorych o najwiekszym prawdopodobienstwie uzyskania ko-

rzysci pod wptywem lekdw hamujacych angiogeneze.

1.2. Indywidualizacja leczenia w NDRP

W obecnie prowadzonych badaniach, zaréwno u chorych na zaawansowane-
go, jak i operacyjnego NDRP, analizowana jest warto$¢ predykcyjna wybranych cech
histopatologicznych oraz molekularnych guzow. Oczekuje sie, ze pozwolg one wyod-
rebni¢ podgrupy chorych, w ktérych istnieje najwieksze prawdopodobienstwo uzy-
skania korzysci klinicznej z zastosowania klasycznych lekow cytotoksycznych i terapii
celowanych. W odniesieniu do chorych na operacyjnego NDRP wyodrebniono tym-
czasem szereg cech molekularnych posiadajacych wiekszg warto$¢ rokowniczg niz
klasyczne cechy histologiczne, takie jak oceniany patomorfologicznie stopien za-
awansowania pTNM, typ histologiczny raka i naciekanie naczyn krwionosnych i limfa-
tycznych. Molekularne czynniki rokownicze pozwalajg wyrdzni¢ grupe chorych
szczegOlnie zagrozonych ryzykiem niepowodzenia (,hiekorzystne rokowanie”) od
grupy chorych, u ktorych rokowanie jest na tyle dobre, ze potencjalna korzysé¢ w wy-
niku zastosowanego leczenia bytaby znikoma (,korzystne rokowanie”). Z kolei mole-
kularne czynniki predykcyjne pozwalajg sposréd ogoétu chorych wyodrebnié tych, u
ktorych dana metoda leczenia przynosi oczekiwany efekt; w ten sposéb mozna unik-
nac nieskutecznego i czesto toksycznego leczenia u pozostatych chorych [44]. Do-
datkowym uzasadnieniem dla poszukiwania cech molekularnych zwigzanych z roko-
waniem i wynikami leczenia jest ich warto$¢ poznawcza, prowadzaca do lepszego
zrozumienia biologii nowotworu. Oczekuje sie, ze wdrozenie molekularnych wskazni-
kow rokowniczych i predykcyjnych w kwalifikacji do leczenia onkologicznego pozwoli

uzyska¢ poprawe wskaznika terapeutycznego oraz zmniejszy koszty opieki medycz-
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nej. Obecnie koszty nowych lekéw onkologicznych, zwtaszcza terapii celowanych,

przewyzszajg mozliwosci budzetowe nawet najbardziej rozwinietych krajow.

1.3. Molekularne czynniki rokownicze

Przyktadem praktycznego zastosowania molekularnych czynnikow rokowni-
czych sg testy oparte o wyniki analizy ekspresji genéw, wykorzystywane w kwalifika-
cji chorych na operacyjnego raka piersi do systemowego leczenia uzupetniajgcego
(Mammaprint®, Agendia, i OncotypeDx®, Genomic Health). Przydatnosé kliniczna
obu testow jest przedmiotem obecnie prowadzonych badan klinicznych Il fazy [45-
47].

W ostatnich latach zaproponowano wiele molekularnych ,sygnatur” rokowni-
czych, dobrze opisujacych czas do progresji i czas przezycia chorych na NDRP po
leczeniu operacyjnym. Testy te wykorzystujg technologie mikromacierzy RNA [48-50],
ekspresji genéw za pomocg ilosciowej reakcji RT-PCR [51-53], ekspresji mikroRNA
za pomocga ilosciowej reakcji RT-PCR [54;55] lub profilu biatkowego guza z wykorzy-
staniem spektrometrii masowej [56]. Warto$¢ rokownicza tych testoéw jest na ogot
wyzsza niz klasycznych cech klinicznych i histologicznych. Wieloosrodkowe badanie
walidacyjne obejmujgce chorych na gruczotowego raka ptuca poddanych leczeniu
operacyjnemu wskazuje komplementarng wartos¢ sygnatur ekspresji genéw w od-
niesieniu do stopnia zaawansowania [57]. Przydatnos¢ kliniczna profilu ekspresji ge-
now okreslonego przez Potti i wsp [49]. jest obecnie przedmiotem badania kliniczne-
go lll fazy prowadzonego przez amerykanska grupe badawczg Cancer and Leuke-
mia Group B (CALGB). Przedmiotem tego badania jest ocena skutecznosci chemio-
terapii pooperacyjnej u chorych na NDRP w stopniu zaawansowania plA, u ktérych
test mikromacierzy RNA wskazuje na niekorzystne rokowanie.

Niezaleznie od koniecznosci prospektywnej weryfikacji potencjalnie warto-
sciowych molekularnych testéw rokowniczych, istotna jest takze ocena wartosci ro-
kowniczej poszczegolnych zaburzen molekularnych lezacych u podioza powstawania
I progresji raka ptuca. Ocena taka pozwala na lepsze zrozumienie historii naturalnej
przebiegu nowotworu w grupie chorych, u ktérych wystepuje okreslone zaburzenie
oraz pozwala na doktadniejsze okreS$lenie jej predykcyjnej wartosci. Przyktadowo,
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mutacje czesci genu EGFR kodujacej kinaze tyrozynowg spotykane sg w guzach u
okoto 10-20% chorych na NDRP rasy biatej. Mutacje te zwigzane sg ze znacznie
lepszym rokowaniem — mediana czasu przezycia chorych z mutacjami w komaérkach
guza wynosi okoto 2 lata, podczas gdy mediana czasu przezycia u chorych z nie-
zmutowanym typem receptora EGFR nie przekracza roku [58;59]. Udowodnienie
wartosci predykcyjnej mutacji EGFR wymaga wiec odpowiedniego zaplanowania ba-
dan klinicznych 11l fazy z uwzglednieniem spodziewanego czasu przezycia w grupie

chorych, u ktérych stwierdza sie mutacje genu EGFR w komorkach nowotworu.

1.4. Molekularne czynniki predykcyjne

Skutecznos$¢ leczenia w onkologii jest mierzona kilkoma wskaznikami korzysci
klinicznej: odsetkiem obiektywnych odpowiedzi na leczenie, czasem do progresji no-
wotworu i czas catkowitego przezycia chorych. Molekularne testy predykcyjne po-
zwalajg na wyrdznienie grupy chorych o wysokim odsetku odpowiedzi lub u ktérych
dochodzi do poprawy czasu przezycia po zastosowaniu okreslonej terapii. Najlep-
szym miernikiem wartosci predykcyjnej testu jest test interakcji, poréwnujgcy wspot-
czynniki ryzyka zgonu dla dwoéch metod leczenia w zaleznosci od wyniku testu pre-
dykcyjnego w badaniu klinicznym Ill fazy z grupg kontrolng [60].

W ostatnich latach zaproponowano wiele czynnikdéw predykcyjnych korzysci
klinicznej z chemioterapii w leczeniu zaawansowanego NDRP oraz w pooperacyjnym
leczeniu uzupetniajacym. Przyktadowo, w tabeli 1 przedstawiono podsumowanie ba-
dan oceniajgcych wartos¢ predykcyjng testébw immunohistochemicznych i molekular-
nych dla uzupetniajgcej chemioterapii [61-64]. Najbardziej obiecujacy sposréd nich -
immunohistochemiczna ocena ekspresji biatka ERCC1 (excision repair Ccross-
complementary 1) nie zostat jak dotgd wdrozony do codziennej praktyki, albowiem
konieczne jest zweryfikowanie go w prospektywnym badaniu klinicznym oraz standa-
ryzacja metody detekcji tego biatka.
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Tab. 1. Immunohistochemiczne i molekularne czynniki predykcyjne korzysci klinicznej

Z zastosowania pooperacyjnej chemioterapii u chorych na NDRP

Wspoétczynnik | Wspotczynnik
ryzyka zgonu | ryzyka zgonu Wspobiczyn-
Autor Rodzaj testu Badanie (HR) w grupie | (HR) w grupie nik P dla
[poz. pism.] | (marker) kliniczne | z ,ujemnym” z ,dodatnim” testu
markerem markerem interakcji
(95% ZU*) (95% ZU*)
Olaussen immunohistochemia 0,65 1,14
_ IALT 0,009
[63] (biatko ERCC1) (0,50-0,86) (0,84-1,55)
Filipits immunohistochemia 0,66 1,09
. Kipl IALT 0,02
[61] (biatko p27°"7) (0,50-0,88) (0,82-1,45)
Filipits immunohistochemia 0,87 0,85
) IALT 0,90
[61] (cyklina D1) (0,64-1,18) (0,65-1,11)
Filipits immunohistochemia 0,83 0,88
) IALT 0,78
[61] (cyklina D3) (0,63-1,09) (0,65-1,19)
Filipits immunohistochemia 0,77 0,94
) IALT 0,33
[61] (cyklina E) (0,57-1,02) (0,71-1,25)
Filipits immunohistochemia 0,79 0,92
_ i IALT 0,45
[61] (biatko Ki-67) (0,59-1,04) (0,69-1,22)
Filipits immunohistochemia 0,79 0,95
. IALT 0,37
[62] (biatko MRP1) (0,60-1,04) (0,71-1,28)
Filipits immunohistochemia 0,93 0,82
. IALT 0,56
[62] (biatko MRP2) (0,71-1,21) (0,60-1,12)
Tsao immunohistochemia 1,40 0,54
. JBR.10 0,02
[64] (biatko TP53) (0,78-2,52) (0,32-0,92)
DHPLC** 0,67 0,78
Tsao )
(64] (mutacje genu JBR.10 (0,46-0,98) (0,46-1,32) 0,65
TP53)
DHPLC** 0,69 0,95
Tsao )
(46] (mutacje genu JBR.10 (0,49-0,97) (0,53-1,71) 0,29
K-ras)

* 95% ZU — 95% zakres ufnosci

** DHPLC — denaturujgca wysokosprawna chromatografia cieczowa

Identyfikacja czynnikbw predykcyjnych dla terapii celowanych w leczeniu

NDRP jest uzasadniona z wielu wzgledéw. Korzys¢ kliniczna z zastosowania tych

lekéw jest ograniczona do waskiej grupy chorych, u ktérych aktywacja okreslonego
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szlaku przekazywania sygnatu ma zasadnicze znaczenie dla progresji nowotworu.
Leki ukierunkowane molekularnie sg zwigzane z pewnym ryzykiem wystgpienia dzia-
tan niepozadanych [42;44], a ich wysoki koszt ogranicza mozliwos¢ ich powszechne-
go stosowania. W tej sytuacji wyodrebnienie sposrod ogotu chorych na NDRP pod-
grupy o najwiekszym prawdopodobienstwie uzyskania korzysci klinicznej zwigzanej
ze stosowaniem tych lekéw ma istotne znaczenie poznawcze i aplikacyjne.

Niniejsza rozprawa obejmuje cykl pieciu oryginalnych doniesien naukowych,
ktorych wspolnym celem byto poszukiwanie molekularnych czynnikéw predykcyjnych
zwigzanych z korzyscig kliniczng z zastosowania inhibitorow EGFR w leczeniu cho-
rych na zaawansowanego NDRP [65-69]. Dodatkowo w rozprawie umieszczono roz-
dziat z monografii na temat molekularnych czynnikéw predykcyjnych korzysci klinicz-
nej zwigzanej z zastosowaniem inhibitorow EGFR, ktéry stanowi wstep do omawia-
nych prac [70]. Zastosowane metody badawcze oraz materiat kliniczny i wyniki opi-

sane sg szczego6towo w poszczegolnych pracach, zamieszczonych jako zatgczniki do
rozprawy.

16



2. CELE PRACY

Celem doniesien ujetych w rozprawie byta ocena molekularnych czynnikéw
predykcyjnych zwigzanych z korzyscig kliniczng z zastosowania inhibitorow EGFR u
chorych na zaawansowanego niedrobnokomorkowego raka ptuca (NDRP). Szczeg6-
towe cele poszczegdlnych prac oryginalnych przedstawiono ponizej w kolejnosci od-

powiadajgcej poszczegolnym doniesieniom.

1. Okreslenie immunohistochemicznych oraz molekularnych czynnikoéw predykcyij-
nych korzysci klinicznej z zastosowania doustnego inhibitora kinazy tyrozynowej
EGFR, gefitynibu, u chorych na zaawansowanego NDRP [67]. Badanie wykona-
no na archiwalnych wycinkach guzéw chorych uczestniczacych w miedzynaro-
dowym badaniu Il fazy ISEL (Iressa Survival Evaluation in Lung Cancer) [71],
oceniajgcym skutecznos¢ gefitynibu w poréwnaniu do placebo w Il i HlI linii le-
czenia.

2. Ocena rokowniczej wartoéci liczby kopii genu EGFR metodg FISH oraz ocena
rokowniczej wartosci stopnia ekspresji biatka EGFR metodg immunohistoche-
miczng w wycinkach z guza u chorych otrzymujgcych chemioterapie | linii [72].

3. Okreslenie przydatnosci ilosciowej reakcji PCR do oceny liczby kopii genu EGFR
oraz przydatnosci ekspresji mMRNA tego genu jako czynnikow predykcyjnych ko-
rzysci klinicznej zwigzanej z zastosowaniem gefitynibu u chorych na zaawanso-
wanego NDRP [65].

4. Ocena predykcyjnej wartosci roznych metod barwienia immunohistochemiczne-
go (dwdch przeciwciat oraz dwoch metod oceny padtilosciowej) na obecnos¢ biat-
ka EGFR w komérkach guza oraz préba wyboru optymalnego punktu odciecia
definiujgcego wynik ,dodatni” w ramach analizy materiatu retrospektywnego po-
chodzacego od uczestnikéw badania ISEL [68].

5. Ocena wartosci predykcyjnej liczby kopii genu EGFR w badaniu FISH w guzach
chorych leczonych erlotynibem w skojarzeniu z chemioterapig a nastepnie erlo-
tynibem w formie leczenia podtrzymujacego [69]. W pracy wykorzystano materiat
tkankowy guzow NDRP uzyskany od chorych leczonych w ramach miedzynaro-

dowego badania klinicznego 1l fazy TRIBUTE [73].
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3. OMOWIENIE WYNIKOW

Szczegbétowe omowienie uzyskanych wynikéw przedstawiono w poszczegolnych
pracach sktadajgcych sie na niniejszg rozprawe. Zawarte w tej czesci zbiorcze omo-
wienie wynikow uwzglednia gtéwnie doniesienia, ktére ukazaty sie po opublikowaniu
tych prac.

Omoéwienia wymaga stosowana wielokrotnie w niniejszej rozprawie metoda flu-
orescencyjnej hybrydyzacji in situ, stosowana do oceny liczby kopii genu EGFR w
wycinkach z guzéw chorych na NDRP. Korzystng cechg tej metody jest doskonata
rozdzielczos¢ sygnatébw obserwowanych w odpowiednio wybarwionych jadrach ko-
morkowych oraz mozliwosé rownoczesnego zastosowania znakowanych roznymi flu-
orochromami sond molekularnych wigzgcych r6zne sekwencje DNA. Metoda FISH
jest szeroko stosowana do oceny amplifikacji genu HER2 w raku piersi, oceny ampli-
fikacji genu N-myc w nerwiaku zarodkowym oraz w diagnostyce i monitorowaniu wy-
nikdw leczenia biataczek. Przy badaniu w mikroskopie fluorescencyjnym widoczne sg
jedynie jadra komérkowe, metoda ta nie umozliwia wiec doktadnej jednoczasowej
oceny architektoniki tkankowej. Metoda FISH jest réwniez pracochtonna, kosztowna
oraz wymaga mikroskopu fluorescencyjnego, wyposazonego w oryginalne filtry i
oprogramowanie, dostepnego jedynie w nielicznych pracowniach genetycznych czy
histopatologicznych. W ostatnich latach opracowano nowe metody oceny liczby kopii
genu EGFR. Jedng z nich jest ilosciowa reakcja PCR, ktérg mozna przeprowadzi¢
rowniez w utrwalonym materiale tkankowym. W jednej z prac sktadajgcych sie na ni-
niejszg rozprawe wykazano, ze metody te prowadzg do réznych wynikéw i nie po-
winny by¢ stosowane zamiennie [65]. Rozbiezne wyniki uzyskiwane przy uzyciu oby-
dwu metod mogg wynikaé¢ z punktu odciecia liczby kopii EGFR w badaniu FISH (>4
kopii w 40% komorek nowotworowych; punkt ten jest znaczgaco odmienny w porow-
naniu do oceny FISH HER2). W ilosciowej reakcji PCR konieczne jest uwzglednienie
wytgcznie komorek nowotworowych, co uzyskuje sie metodg mikrodysekcji laserowe;.
Nie ma jednak pewnosci, czy pewien odsetek komorek podscieliska, zawsze obecny
w preparacie, nie zaburzy wyniku reakcji. Istotnym elementem ilosciowej reakcji PCR
jest wykorzystanie genu referencyjnego, ktory takze moze ulec amplifikacji lub delecji
w komorkach guza. Wyniki niniejszej pracy stawiajg pod znakiem zapytania dane z

innych doniesien, w ktorych liczbe kopii EGFR jako wskaznik predykcyjny dla lecze-
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nia inhibitorami EGFR oceniano za pomocg ilosciowej reakcji PCR bez uprzedniego
poréwnania z wynikami uzyskanymi metodg FISH [58].

Do innych metod oceny liczby kopii genu EGFR nalezy hybrydyzacja in situ z re-
akcjg barwng (CISH, chromogenic in situ hybridization) oraz hybrydyzacja in situ z
detekcjg sygnatu za pomocg soli srebra (SISH, silver in situ hybridization). Obydwie
metody umozliwiajg ocene liczby kopii genu w wycinkach guza w mikroskopie Swietl-
nym, co zapewnia ocene w jgdrach komdérek nowotworowych oraz szerokg dostep-
nos¢ testu. Wadg metody jest wzglednie staba rozdzielczo$¢ (zwtaszcza dla metody
CISH) oraz brak mozliwosci jednoczesnej oceny dwoch lub wiecej sekwencji DNA.
Pomimo ograniczen, metoda SISH jest bardzo obiecujgca i postep technologiczny w
ostatnich latach umozliwit jej petng automatyzacje. Opracowywana jest réwniez me-
toda oceny dwoch sekwencji DNA jednoczesnie za pomocg sond umozliwiajgcych
detekcje sygnatu o réznych barwach. Metoda ta jest obecnie oceniana pod katem jej
przydatnosci klinicznej.

Od chwili ukazania sie prac zawartych w niniejszej rozprawie pi$miennictwo po-
Swiecone metodologii oceny markeréw predykcyjnych oraz ich znaczenia klinicznego
w odniesieniu do leczenia inhibitorami EGFR znacznie sie wzbogacito. Potwierdze-
niem predykcyjnego znaczenia liczby kopii genu EGFR dla czasu przezycia chorych
leczonych erlotynibem byta analiza molekularna badania BR.21 [74;75]. W badaniu
tym, chorzy na NDRP po niepowodzeniu jednej lub dwoch linii chemioterapii, zostali
losowo przydzieleni do leczenia erlotynibem lub placebo. Zastosowanie erlotynibu
byto zwigzane z poprawg czasu przezycia chorych (wydtuzenie mediany czasu prze-
zycia o ok. 2 miesigce). Wyniki tego badania staty sie podstawg rejestracji erlotynibu.
W ramach badania BR.21 przeprowadzono rowniez analize wycinkdw guzéw celem
okreslenia zaburzeh molekularnych o znaczeniu predykcyjnym. Wysoka liczba kopii
genu EGFR oceniona metodg FISH okazata sie by¢ najlepszym czynnikiem predyk-
cyjnym w analizie jednoczynnikowej (wspotczynnik ryzyka zgonu dla erlotynibu
wzgledem placebo HR=0,44 w grupie chorych z dodatnim badanim FISH versus
HR=0,85 w grupie chorych z ujemnym badaniem FISH). W analizie wieloczynnikowej
warto$¢ predykcyjna badania FISH nie zostata jednak potwierdzona. W kolejnej ana-
lizie tego samego badania ocene molekularng wykonano na zwiekszonej liczbie gu-
z6w, a analize statystyczng przeprowadzono po dtuzszym okresie obserwacji, co
umozliwito uzyskanie wiekszej mocy statystycznej do porownan podgrup [75]. W ba-

daniu tym liczba kopii genu EGFR okazata sie istotnym czynnikiem predykcyjnym dla
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czasu przezycia zaréwno w analizie jedno-, jak i wieloczynnikowej. W grupie z wyso-
ka liczbg kopii genu EGFR mediana czasu przezycia chorych otrzymujacych erloty-
nib wyniosta 10,5 miesiecy w poréwnaniu do 3,1 miesiecy w grupie chorych otrzymu-
jacych placebo (P=0,0042). Inne analizowane cechy molekularne — mutacje wybra-
nych egzonéw genu EGFR (17% chorych) i mutacje genu K-ras (15% chorych) nie
posiadaty znaczenia predykcyjnego.

Badania ISEL i BR.21 obejmowaty chorych na zaawansowanego NDRP, u kto-
rych doszto do niepowodzenia po jednej lub dwdch liniach chemioterapii i u ktérych
nie planowano zastosowania kolejnego leczenia cytotoksycznego. Grupe kontrolng w
tych badaniach stanowili chorzy otrzymujacy placebo. Dalszg strategig rozwoju inhi-
bitorow EGFR w NDRP jest stosowanie tych lekéw na wczesniejszych etapach le-
czenia. Cztery duze badania kliniczne 11l fazy z zastosowaniem gefitynibu lub erloty-
nibu w skojarzeniu z chemioterapig zakonczyty sie niepowodzeniem [73;76-78]. Naj-
bardziej prawdopodobng przyczyng braku korzysci z jednoczasowego stosowania
inhibitorow kinazy tyrozynowej EGFR i lekow cytotoksycznych byto najpewniej za-
trzymanie komorek nowotworu w fazie G1 cyklu komorkowego pod wptywem gefity-
nibu lub erlotynibu [79]. W tej fazie cyklu komorki guza sg niewrazliwe na fazospecy-
ficzne cytostatyki stosowane w leczeniu chorych na NDRP. Zawarta w niniejszej roz-
prawie analiza molekularna badania TRIBUTE sugeruje mozliwos¢ uzyskania korzy-
Sci klinicznej z podtrzymujgcego leczenia erlotynibem w grupie chorych, u ktorych
stwierdza sie wysokg liczbe kopii genu EGFR w komérkach guza. W badaniu 11l fazy
TRIBUTE chorzy po zakonczeniu chemioterapii w skojarzoniu z erlotynibem lub pla-
cebo otrzymywali leczenie podtrzymujgce erlotynibem lub placebo. W grupie chorych
z wysokg liczbg kopii genu EGFR w badaniu FISH, po zakonczeniu chemioterapii,
krzywe czasu do progresji choroby ulegty separacji na korzys¢ erlotynibu wzgledem
placebo (wspétczynnik ryzyka dla czasu do progresji, HR=0,59, P=0,043). Wptywu
tego nie zaobserwowano w grupie chorych z niskg liczbg kopii genu EGFR. Skutecz-
nos¢ leczenia podtrzymujgcego erlotynibem po zakonczeniu chemioterapii jest obec-
nie przedmiotem duzego randomizowanego badania klinicznego IIl fazy SATURN, w
ramach ktorego planowana jest ocena liczby kopii genu EGFR metodag FISH. Wstep-
ne wyniki tego badania zostaty przedstawione na kongresie Amerykanskiego Towa-
rzystwa Onkologii Klinicznej w czerwcu 2009 r. [80] U chorych na zaawansowanego
NDRP, u ktérych uzyskano stabilizacje lub regresje choroby po przynajmniej czterech

cyklach chemioterapii | linii, zastosowanie leczenia podtrzymujacego erlotynibem by-
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lo zwigzane ze znamienng poprawg czasu do progresji (wspoétczynnik ryzyka
HR=0,71; 95% zakres ufnosci [ZU]=0,62-0,82, P<0,001). Wyniki badania SATURN
dotyczgce catkowitego czasu przezycia wymagajg dodatkowego okresu obserwacji i
zostang przedstawione w najblizszej przysztosci. Wstepne wyniki analizy molekular-
nej wycinkdéw z guza od chorych uczestniczacych w tym badaniu wskazujg na brak
znaczenia predykcyjnego barwienia immunohistochemicznego na obecnosc¢ biatka
EGFR, liczby kopii genu EGFR w badaniu FISH oraz mutacji genu K-ras [81]. Zacze-
nie predykcyjne wykazano natomiast dla aktywujgcych mutacji genu EGFR; wspot-
czynnik ryzyka dla czasu do progresji u chorych otrzymujgcych erlotynib wynosit 0,10
w poréwnaniu do chorych otrzymujgcych placebo i byt wysoce znamienny (P<0,001).

W trzech badaniach klinicznych (jednym badaniu Il fazy [82] i dwoch badan Il
fazy [83;84]) porownano skutecznos¢ chemioterapii oraz inhibitorow kinazy tyrozy-
nowej EGFR w monoterapii w drugiej linii leczenia. W badaniach tych czas przezycia
chorych otrzymujgcych chemioterapie i leczonych gefitynibem byt poréwnywalny,
jednak jedynie wyniki badania INTEREST [83] posiadaty moc statystyczng pozwala-
jacq wykaza¢ réwng skutecznosc gefitynibu i docetakselu w niewyselekcjonowanej
grupie chorych. Analiza molekularna badania INTEREST obejmowata wycinki z gu-
z6w pochodzgce od niewielkiej czesci chorych (174 sposrdd 1466 chorych biorgcych
udziat w badaniu), pomimo deklarowanej przez autoréw badania prospektywnej oce-
ny markerow predykcyjnych. W analizie tej nie wykazano korzysci predykcyjnej oce-
ny liczby kopii genu EGFR metodg FISH dla czasu przezycia czy czasu do progres;ji.
By¢ moze wiec skuteczno$¢ chemioterapii i gefitynibu w drugiej linii leczenia jest po-
rownywalna, aczkolwiek liczebnos$¢ podgrup analizowanych w powyzszym badaniu
byta niewystarczajgca do stwierdzenia wartosci predykcyjnej testu.

W badaniu klinicznym Ill fazy IPASS chorzy na zaawansowanego gruczotowego
raka ptuca niepalacy tytoniu lub chorzy ktorzy palili mniej niz 1 paczke papierosow
dziennie przez 10 lat zostali losowo przydzieleni do pierwszorazowej chemioterapii
(schemat karboplatyna/paklitaksel) lub do leczenia gefitynibem. Badanie zostato
przeprowadzone w reprezentatywnej grupie 1217 chorych w krajach Azji Daleko-
wschodniej, w ktérych odsetek osdb niepalacych tytonh jest wyzszy niz w Europie czy
Ameryce Poétnocnej. Wstepne wyniki tego badania przedstawione w postaci donie-
sienia zjazdowego wskazujg na podobng skutecznosé powyzszych metod terapeu-
tycznych w odniesieniu do czasu przezycia (wspotczynnik ryzyka zgonu HR=0,91,

95% ZU=0,76-1,10) oraz na wyzszosc¢ leczenia gefitynibem w odniesieniu do popra-
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wy jakosci zycia mierzonej kwestionariuszem FACT-L [85]. Przedstawiono réwniez
analize molekularng tego badania uwzgledniajgcg wystepowanie mutacji genu EGFR
oraz liczbe kopii genu EGFR w badaniu FISH w wycinkach nowotworéw. Analiza ta
wskazata na predykcyjne znaczenie obydwu zaburzenh, przy czym wartos¢ predyk-
cyjna mutacji genu EGFR byta silniejsza w porownaniu do analizy liczby kopii genu
EGFR (wspotczynnik ryzyka zgonu HR=0,48 w grupie chorych z aktywujgcymi muta-
cjami genu EGFR otrzymujacych gefitynib w poréwnaniu do chemioterapii, P<0,0001
oraz wspotczynnik ryzyka zgonu HR=2,85 w grupie chorych bez mutacji genu EGFR
otrzymujgcych gefitynib w poréwniu do chemioterapi, P<0,0001).

Przedmiotem szeregu badan klinicznych jest ocena skutecznosci gefitynibu lub
erlotynibu w pierwszorazowym leczeniu chorych wyselekcjonowanych na podstawie
cech molekularnych. W wiekszosci tych badan w doborze chorych uwzglednia sie
obecno$¢ mutacji genu EGFR kodujgcego kinaze tyrozynowg (ok. 10—20% chorych).
Wyniki jednoramiennych badan Il fazy wskazujg na wysoki odsetek odpowiedzi (58—
84%) oraz obiecujacy czas do progresji (mediana w zakresie 8,9-13,0 miesiecy) [86-
89]. Obecnos¢ mutacji genu EGFR jest zwigzana z wolniejszym przebiegiem choroby
réwniez u chorych otrzymujgcych chemioterapie [58;59]. W tej sytuacji jedyng meto-
dg oceny wartosci predykcyjnej testu pozostaje randomizowane badanie kliniczne 1l
fazy z grupg kontrolng otrzymujgcag leczenie cytotoksyczne. Badania takie sg obecnie
prowadzone przez cztery grupy badawcze (dwa badania toczg sie w Japonii, jedno w
Chinach, jedno jest koordynowane przez Hiszpanskg Grupe Raka Ptuca). Plan ba-
dan zaktada ocene czasu do progresji jako pierwszoplanowego punktu koncowego, a
ich wyniki spodziewane sg w 2010 roku.

W pismiennictwie dostepne sg rowniez wyniki jednoramiennego badania klinicz-
nego Il fazy oceniajgcego skutecznos¢ pierwszorazowego leczenia erlotynibem cho-
rych na zaawansowanego NDRP spetniajacych dwa sposrdd trzech nastepujgcych
kryteriow: brak palenia tytoniu w wywiadzie, wysoka liczba kopii genu EGFR w bada-
niu FISH lub dodatnie barwienie na obecnos¢ fosforylowanego biatka Akt (pAkt) w
wycinkach guzow. Wykazany w tym badaniu czas do progresji w grupie chorych z
wysoka liczbg kopii genu EGFR (7 miesiecy) jest obiecujgcy. Wyniki tego badania sg
jednak trudne do interpretacji z uwagi na bardzo selektywne kryteria doboru chorych.

Obecnie toczg sie dwa badania kliniczne 1l fazy, w ktorych chorzy kwalifiko-
wani sg do pierwszej linii leczenia erlotynibem na podstawie oceny zaburzen liczby

kopii genu EGFR. Pierwsze z nich, FLIKER, prowadzone jest w kilku osrodkach w
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Polsce i koordynowane w Klinice Onkologii i Radioterapii AM w Gdansku; drugie zo-
stato przeprowadzone w kilku osrodkach amerykanskich przez firme OSI (OSI-774-
203) i jego wyniki oczekiwane sg wkrétce. FLIKER jest jednoramiennym badaniem z
doborem chorych na podstawie badania FISH, a czas do progresji jest pierwszopla-
nowym punktem koncowym. OSI-774-203 jest badaniem klinicznym Il fazy, w ktorym
chorzy kwalifikowani sg na podstawie stwierdzenia obecnosci biatka w ocenie immu-
nohistochemicznej lub wysokiej liczby kopii genu EGFR w badaniu FISH. Badanie to
zostato zaprojektowane z prospektywng stratyfikacjg wzgledem testu FISH. Wyniki
obydwu badan pozwolg na okreslenie znaczenia testu EGFR FISH w kwalifikacji cho-
rych do pierwszorazowego leczenia erlotynibem. W grupie chorych z wysoka liczbg
kopii genu EGFR w guzie (ok. 30-40% chorych na NDRP) znajduje sie wiekszos¢
chorych z mutacjami egzonu 19. lub 21. genu EGFR, gdyz te dwa zaburzenia mole-
kularne sg ze sobg zwigzane — zmutowany gen ulega tatwiejszej amplifikacji [67].
Inhibitory kinazy tyrozynowej EGFR stanowig potencjalnie atrakcyjng metode
uzupetnijgcego leczenia chorych na NDRP poddanych resekcji migzszu ptucnego,
pod warunkiem ich wiasciwego doboru na podstawie cech molekularnych guza. Dwa
badania z zastosowaniem gefitynibu w leczeniu uzupetniajgcym u niewyselekcjono-
wanych chorych na NDRP zostaty przedwczesnie zakornczone ze wzgledu na niesku-
tecznosc¢ leku w badaniu klinicznym Il fazy ISEL lub ryzyko choroby srodmigzszowej
ptuc [90]. To powazne powikianie po leczeniu inhibitorami kinazy tyrozynowej EGFR
dotyczy ok. 2-3% populacji dalokowschodniej oraz ponizej 1% chorych populacji eu-
ropejskiej czy amerykanskiej. W obecnie toczacym sie miedzynarodowym wielo-
osrodkowym badaniu klinicznym RADIANT, chorzy na NDRP po leczeniu operacyj-
nym otrzymujq erlotynib lub placebo na podstawie profilu molekularnego guza — do
badania wtgczani sg chorzy, u ktorych w wycinkach guza stwierdza sie obecnos¢
biatka EGFR w badaniu immunohistochemicznym i/lub wysokg liczbe kopii genu EG-
FR w badaniu FISH. Wyniki badania RADIANT sg spodziewane za okoto piec lat.
Pomimo braku wskazania rejestracyjnego, w przedstawionym niedawno doniesieniu
zjazdowym przedstawiono retrospektywne wyniki uzupetniajgcego leczenia gefityni-
bem lub erlotynibem chorych, u ktérych w materiale pooperacyjnym z guza pierwot-
nego stwierdzono obecno$¢ mutacji genu EGFR. W analizowanej grupie 90 chorych,
po skorygowaniu wzgledem czynnikdw demograficznych i kliniczno-patologicznych,
stwierdzono znamiennie diuzszy czas do progresji pod wptywem stosowania inhibito-

row EGFR (wspotczynnik ryzyka dla czasu do progresji HR=0,38, 95% zakres ufno-
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$ci=0,16—0,90) oraz trend w kierunku poprawy czasu przezycia [91]. Ze wzgledu na
retrospektywny charakter badania i krotki okres obserwacji (mediana 16 miesiecy),
wyniki tej analizy nalezy interpretowac z ostroznoscia.

Ocena immunohistochemiczna obecnosci biatka EGFR w komorkach guza ja-
ko czynnik predykcyjny dla czasu przezycia chorych jest przedmiotem kontrowersji.
Zaréwno w badaniu BR.21, jak i w badaniu ISEL wykazano brak korzysci z zastoso-
wania inhibitorow EGFR w grupie chorych z ujemnym barwieniem na obecnos¢ biat-
ka EGFR [67;74]. Ze wzgledu na powszechng dostepnos¢ badania, moze by¢ ono
uznane jako najbardziej dostepny negatywny czynnik predykcyjny. Przedmiotem jed-
nej z prac zawartych w niniejszej rozprawie byta préba znalezienia optymalnego
punktu odciecia, przy ktorym warto$¢ predykcyjna testu bytaby najwieksza [68]. Ta-
kim punktem okazato sie by¢ 10% komodrek z dodatnim produktem reakcji barwnej w
metodzie immunohistochemicznej z wykorzystaniem powszechnie dostepnego ze-
stawu EGFR PharmDx. Wyniki tej analizy sg zbiezne z praca przeprowadzong na
materiale tkankowym pochodzacym od chorych uczestniczacych w badaniu BR.21, w
ktorym stosowano z erlotynib [60]. Jednoczesnie wykazano, ze przeciwciata stuzgce
do oceny ekspres;ji biatka EGFR nie moga by¢ stosowane zamiennie — wykorzystanie
przeciwciata firmy Zymed 31G7 oraz wskaznika reakcji barwnej nie posiadato zna-
miennego znaczenia predykcyjnego przy zadnym punkcie odciecia. Ograniczeniem
wykorzystania metody immunohistochemicznej w praktyce klinicznej jest wysoki
udziat guzéw z dodatnim barwieniem, stanowigcy w zaleznosci od analizowanej me-
tody 60-90% wszystkich guzéw, wyzszy dla dominujgcej w Polsce ptaskonabtonko-
wej postaci raka ptuca.

W Swietle powyzszych danych istotnym zagadnieniem staje sie praktyczna in-
terpretacja znaczenia predykcyjnego wyzej wymienionych testéw w leczeniu chorych
na NDRP inhibitorami kinazy tyrozynowej EGFR. Najlepszym czynnikiem predykcyj-
nym korzysci klinicznej z zastosowania erlotynibu lub gefitynibu w trzeciej linii lecze-
nia lub drugiej linii leczenia chorych opornych na chemioterapie, jest liczba kopii ge-
nu EGFR w badaniu FISH w wycinkach z guza (ok. 30-40% populacji europejskiej).
Wyniki leczenia tymi lekami oséb z niskg liczbg kopii genu EGFR sg zte (mediana
czasu przezycia ok. 2-3 miesiecy). Mediana czasu przezycia chorych z wysoka licz-
ba kopii genu EGFR w komoérkach guza wynosi ok. 4-6 miesiecy. Grupa ta zawiera
rowniez wiekszos¢ oséb z aktywujacymi mutacjami genu EGFR.
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W pierwszej i drugiej linii leczenia chorych bedacych kandydatami do chemio-
terapii, najwiekszg korzys¢ odniosg osoby z mutacjami genu EGFR w komorkach gu-
za (ok. 10-15% populacji europejskiej) — odstek odpowiedzi waha sie w zakresie 60—
90%, natomiast mediana czasu do progresji wynosi ok. 8-12 miesiecy. Dla poréwna-
nia, pod wptywem pierwszorazowej chemioterapii odsetek odpowiedzi na ogoét nie
przekracza 30-40%, natomiast czas do progresi wynosi okoto 4 miesigce. Wskazniki
te dla drugiej linii leczenia wynoszg odpowiednio okoto 10% i okoto 3 miesigce. Jak
dotad brak jest silnych dowoddw przemawiajgcych za okreslong molekularng strate-
gig doboru chorych do leczenia inhibitorami kinazy tyrozynowej EGFR w leczeniu
pooperacyjnym wczesnych postaci NDRP.

Badanie immunohistochemiczne na obecnosc¢ biatka EGFR jest dobrym nega-
tywnym testem predykcyjnym; u chorych nie wykazujgcych obecnosci biatka w wy-
cinkach guza, odsetek odpowiedzi po zastosowaniu erlotynibu lub gefitynibu nie
przekracza 5% a poprawa czasu do progresji lub czasu przezycia nie zostata udo-
wodniona. Przy najczesciej stosowanym punkcie odciecia o wartosci predykcyjnej
wykazanej w niniejszej rozprawie (10% komorek wykazujgcych produkt reakcji barw-
nej), odsetek chorych z ujemnym testem wynosi jedynie ok. 10-30%, co stanowi
pewne ograniczenie przydatnosci klinicznej testu jako wskaznika doboru chorych do
leczenia inhibitorami kinazy tyrozynowej EGFR.

Kolejnym etapem rozwoju terapii celowanych w NDRP jest okre$lenie nowych
celéw molekularnych oraz opracowanie lekdw hamujgcych okreslone szlaki przeka-
zywania sygnatu. Cechy molekularne guza wskazujgce na aktywacje wybranego
szlaku przekazywania sygnatu powinny by¢ okreslone juz na etapie rozwoju nowych
lekéw ukierunkowanych molekularnie. Optymalnym zrodtem danych dotyczacych mo-
lekularnych cech wrazliwosci sg badania przedkliniczne - do$wiadczenia w hodow-
lach komérkowych oraz doswiadczenia na zwierzetach, jak rowniez badania kliniczne
I i 1l fazy. Dotychczasowa wiedza dotyczgca wskaznikow molekularnych wskazuja-
cych na korzys¢ kliniczng z zastosowania inhibitorow kinazy tyrozynowej EGFR w
leczeniu NDRP stanowi doskonaty punkt odniesienia dla okreslenia tych cech w sto-
sunku do innych lekéw ukierunkowanych molekularnie oraz dla innych nowotworow.

Przyktadowo, jednym z bardzo atrakcyjnych nowych celdéw molekularnych jest
receptor dla insulinopodobnego czynnika wzrostu typu 1 (IGF1R) [92]. Receptor ten
jest heterodimerem sktadajagcym sie z dwoéch tancuchow a posiadajacych miejsce

wigzace ligand i dwoch tancuchow p posiadajgcych aktywnos¢ kinazy tyrozynowej
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oraz mozliwosc¢ przekazywania sygnatu aktywujgcego proces proliferacji oraz hamu-
jacego proces apoptozy. Jego ligandy — IGF1 i IGF2 — pozostajg pod kontrolg sze-
Sciu biatek wigzgcych (IGFBP1-6) oraz hormonu wzrostu. Szlak insulinopodobnego
czynnika wzrostu odgrywa istotng role w patogenezie wielu nowotworow ztosliwych,
w tym raka ptuca, miesakéw oraz nowotworéw neuroendokrynnych. Receptor ten ma
mozliwos¢ heterodimeryzaciji z kilkoma innymi receptorami powierzchniowymi, w tym
receptorami dla insuliny oraz receptorem EGFR. Heterodimeryzacja z receptorem
EGFR stanowi dobrze udokumentowany mechanizm opornosci na inhibitory EGFR
[93;94]. Leki hamujace IGF1R nalezg do klasy przeciwciat monoklonalnych lub do
klasy drobnoczasteczkowych inhibitoréw kinazy tyrozynowej. Preparaty te sg na za-
awansowanych etapach badan klinicznych I-lll fazy w NDRP, zaréwno w skojarzeniu
z chemioterapig jak i w skojarzeniu z inhibitorami EGFR. Jak dotad brak jest donie-
sien poswieconych cechom molekularnym odpowiadajacym za wrazliwosc¢ na inhibi-
tory IGF1R. Przedmiotem obecnych badan prowadzonych z udziatem autora niniej-
szej rozprawy jest opracowanie testow molekularnych, ktére mogg stanowi¢ wskaz-
niki korzysci klinicznej z zastosowania inhibitorow IGF1R w leczeniu raka ptuca
[95;96]. Wartos¢ tych testow zostanie zweryfikowana na podstawie analizy moleku-
larnej wycinkdw z guzéw od chorych, ktérzy uczestniczg w obecnie realizowanych
badaniach klinicznych. Na rycinie 1 przedstawiono przyktadowe zdjecia mikroskopo-
we barwienia immunohistochemicznego na obecnos¢ biatka IGF1R oraz analizy licz-
by kopii genu IGF1R za pomoca fluorescencyjnej hybrydyzaciji in situ w wycinkach
NDRP od chorych operowanych w Klinice Chirurgii Klatki Piersiowej Gdanskiego

Uniwersytetu Medycznego.
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Ryc. 1. Przykfady barwienia immunohistochemicznego na obecnos¢ biatka IGF1R (A,
barwienie ujemne, x100; B, barwienie silnie dodatnie, x200) oraz analizy liczby kopii
genu IGF1R za pomocg fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (C, disomia genu IGF1R,
x1000; D, amplifikacja genu IGF1R, x1000). Badania wykonano we wspofpracy z

Uniwersytetem w Kolorado [95]
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4. WNIOSKI

U chorych na zaawansowanego niedrobnokomérkowego raka ptuca:

VI.

28

Liczba kopii genu EGFR oceniona za pomocg metody FISH w wycinkach
guza jest najlepszym czynnikiem predykcyjnym w ocenie korzysci klinicz-
nej zwigzanej ze stosowaniem gefitynibu w drugiej lub trzeciej linii leczenia,
natomiast oceniona immunohistochemicznie nieobecnos¢ biatka EGFR
stanowi negatywny czynnik predykcyjny.

U chorych otrzymujgcych chemioterapie zaréwno liczba kopii genu EGFR
w badaniu FISH, jak i oceniona immunohistochemicznie obecno$¢ biatka
EGFR w wycinkach guza nie posiadajg wartosci rokowniczej.

Liczba kopii genu EGFR oceniona za pomocg ilosciowej reakcji PCR w
wycinkach z guza nie jest zwigzane z efektem leczenia gefitynibem. Wyniki
otrzymane za pomocg tej metody oraz FISH nie sg porownywalne i metody
te nie powinny by¢ stosowane zamiennie. Ekspresja mRNA genu EGFR
oceniona metodg ilosciowej reakcji PCR poprzedzonej odwrotng tran-
skrypcjq jest obiecujgcym czynnikiem predykcyjnym w odniesieniu do cza-
su do progresji chorych leczonych gefitynibem.

W ocenie immunohistochemicznej na obecnos¢ biatka EGFR w wycinkach
Z guzow, punktem odciecia o najlepszej wartosci predykcyjnej dla czasu
przezycia po zastosowaniu gefitynibu jest 10% komédrek nowotworowych
wykazujgcych obecnosé produktu reakcji barwnej. Ocena za pomocg ze-
stawu PharmDx (DAKO) i odsetka komorek wykazujacych barwienie po-
siada wiekszg warto$¢ predykcyjng niz ocena za pomocg przeciwciata
31G7 (Zymed) oraz wskaznika reakcji barwne;.

U chorych leczonych erlotynibem po zakonczeniu pierwszorazowej che-
mioterapii wysoka liczba kopii genu EGFR w komodrkach guza zwigzana
jest z dtuzszym czasem do progresiji.

Indywidualna ocena molekularnych cech nowotworu pozwala na racjonalny
dobor chorych na niedrobnokomaérkowego raka ptuca do leczenia inhibito-
rami EGFR.



5. STRESZCZENIE

Niniejsza rozprawa obejmuje cykl pieciu oryginalnych doniesien naukowych,
ktérych wspdlnym celem byto poszukiwanie molekularnych czynnikéw predykcyjnych
zwigzanych z korzyscig kliniczng z zastosowania gefitynibu lub erlotynibu - inhibito-
row receptora dla naskérkowego czynnika wzrostu (EGFR) stosowanych w leczeniu
chorych na zaawansowanego niedrobnokomaérkowego raka ptuca (NDRP).

Pierwsza praca stanowi analize molekularng wycinkéw z guza od 382 chorych
uczestniczacych w miedzynarodowym badaniu klinicznym Ill fazy, oceniajacym sku-
tecznosc¢ gefitynibu w drugiej lub trzeciej linii leczenia chorych na zaawansowanego
NDRP (badanie ISEL). Oceniono nastepujace zaburzenia molekularne: liczbe kopii
genu EGFR (fluorescencyjna hybrydyzacja in situ, FISH), mutacje genow EGFR, K-
ras i BRAF (sekwencjonowane i metoda fancuchowej reakcji polimerazy specyficzna
dla analizowanego allelu — ARMS) oraz ekspresje biatka EGFR i fosforylowanego
biatka Akt (p-Akt, immunohistochemia). Wykazano przydatnos¢ kliniczng oceny liczby
kopii genu EGFR (wspotczynnik ryzyka [HR] zgonu dla chorych leczonych gefityni-
bem versus placebo w grupie z wysokg liczbg kopii genu EGFR 0,61; 95% zakres
ufnosci [ZU] 0,36—-1,04; test interakcji P=0,045) oraz ekspresji biatka EGFR (HR zgo-
nu dla gefitynibu versus placebo w grupie z dodatnim barwieniem EGFR 0,77; 95%
ZU: 0,56-1,08; test interakcji P=0,049). Nie stwierdzono przydatnosci klinicznej po-
zostatych analizowanych zaburzen molekularnych.

Przedmiotem kolejnej pracy byta ocena wartosci rokowniczej liczby kopii genu
EGFR (metoda FISH) i ekspresji biatka EGFR (immunohistochemia) w guzach 82
chorych na zaawansowanego NDRP otrzymujgcych wytgcznie chemioterapie. Stosu-
jac opracowane wczesniej punkty odciecia, wykazano brak wartosci rokowniczej tych
markeroéw. Czas przezycia wolnego od progresji oraz catkowity czas przezycia nie
roznit sie w grupie chorych z dodatnim lub ujemnym testem FISH EGFR (odpowied-
nio P=0,76 i P=0,82) czy dodatnim lub ujemnym badaniem immunohistochemicznym
na obecnos¢ biatka EGFR (odpowiednio P=0,67 i P=0,62). Wyniki te zostaty potwier-
dzone w analizie wieloczynnikowej. Udziat chorych, u ktérych uzyskano odpowiedz
na chemioterapie nie roznit sie znamiennie w zaleznosci od wyniku testu EGFR FISH

czy wyniku barwienia immunohistochemicznego (odpowiednio P=0,39 i P=1,00).
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Ze wzgledu na znaczny koszt i naktad pracy przy ocenie liczby kopii genu
EGFR metodg FISH, w kolejnej pracy poréwnano te technike z technikg ilosciowej
reakcji PCR w utrwalonym materiale tkankowym pochodzacym od 64 chorych na za-
awansowanego NDRP leczonych gefitynibem w ramach programu rozszerzonego
dostepu. Wykazano brak zwigzku pomiedzy wynikami tych testow (P=0,15), co nie
pozwala na ich zamienne stosowane. Nie potwierdzono wartosci predykcyjnej liczby
kopii genu EGFR w metodzie PCR dla czasu przezycia wolnego od progres;ji
(P=0,73) oraz dla catkowitego czasu przezycia (P=0,89). W tej samej pracy stwier-
dzono jednak obiecujgcg warto$¢ ekspresji mMRNA EGFR w ilosciowej reakcji RT-
PCR, jako czynnika predykcyjnego w odniesieniu do prawdopodobienstwa odpowie-
dzi i czasu do progresji w grupie 82 chorych leczonych gefitynibem (odsetek odpo-
wiedzi w grupie chorych z dodatnim versus ujemnym wynikiem testu FISH wynosit
odpowiednio 43% i 8%, P=0,006; a mediana czasu do progresji - 5,3 versus 2,8 mie-
siecy, P=0,028).

W badaniu ISEL, potilosciowa ocena immunohistochemiczna ekspresji biatka
EGFR w komérkach guza zostata dokonana na podstawie przyjetego a priori punktu
odciecia. W kolejnej pracy, w ktorej wykorzystano wycinki tkanek guza od chorych
uczestniczacych w tym badaniu, analizie poddano rézne punkty odciecia w ocenie
reakcji barwnej za pomocg dwoch roznych przeciwciat (zestaw PharmDx firmy DAKO
— 379 chorych i przeciwciato 31G7 firmy Zymed — 357 chorych) i dwéch metod oceny
potilosciowej. W pracy wykazano, ze pierwotnie przyjety punkt odciecia 10% komorek
wykazujgcych dodatni produkt reakcji barwnej w ocenie przeciwciatem firmy DAKO
posiada najlepszg wartosc¢ predykcyjng (wspoétczynniki ryzyka zgonu chorych w gru-
pach z dodatnim i ujemnym barwieniem poréwnujgce gefitynib versus placebo wyno-
sity odpowiednio 0,77 i 1,57, test interakcji P=0,049). Dla innych punktéw odciecia z
wykorzystaniem zestawu DAKO i dla wszystkich punktéw odciecia z wykorzystaniem
przeciwciata 31G7 firmy Zymed wspotczynniki ryzyka zgonu nie roznity sie.

Przedmiotem miedzynarodowego badania klincznego Il fazy TRIBUTE z pla-
cebo w grupie kontrolnej byta ocena skutecznosci erlotynibu w skojarzeniu z pakli-
takselem i cisplatyng w leczeniu | linii, a nastepnie ocena skutecznosci tego leku jako
leczenia podtrzymujgcego. W dostepnym reprezentatywnym materiale tkankowym
pochodzacym od 275 uczestnikdw tego badania okreslono liczbe kopii genu EGFR
metodg FISH. Stwierdzono wydtuzenie czasu do progresji pod wptywem leczenia er-

lotynibem w podgrupie chorych z wysokg liczbg kopii genu EGFR (HR dla czasu do
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progresji 0,59; 95% ZU 0,35-0,99, P=0,043). Krzywe czasu do progresji w grupach
chorych otrzymujgcych erlotynib lub placebo ulegty separacji po zakohczeniu lecze-
nia skojarzonego z udziatem chemioterapii, co sugeruje skutecznos¢ leczenia pod-
trzymujacego erlotynibem w tej grupie chorych. Jednoczesnie u chorych z wysokg
liczbg kopii genu EGFR w guzie stwierdzono znamiennie nizszy odsetek odpowiedzi
w przypadku leczenia skojarzonego, w pordwnaniu do wytgcznej chemioterapii
(11,6% i 21,8%, P=0,0495), co wskazuje na negatywng interakcje pomiedzy erlotyni-
bem i chemioterapig w tej grupie chorych.

Wyniki powyzszych badan pozwalajg na racjonalny dobor chorych na niedro-
bnokomodrkowegi raka ptuca do leczenia inhibitorami EGFR na podstawie indywidu-

alnej oceny molekularnych cech nowotworu.
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6. SUMMARY

Molecular predictive factors for clinical benefit from epidermal growth factor

receptor (EGFR) inhibitors in patients with non-small-cell lung cancer

Present thesis is based on five original publications addressing predictive
value of molecular tumor features for the clinical benefit from treatment with epider-
mal growth factor receptor (EGFR) tyrosine kinase inhibitors, gefitinib and erlotinib, in
patients with non-small-cell lung cancer (NSCLC). A monograph chapter presenting
the rationale and current state of the art was added as an introduction.

The first study presents the results of molecular analysis of several molecular
features from archival tumor material from 382 participants of the ISEL placebo-
controlled phase Il clinical trial assessing the value of gefitinib in NSCLC patients
who failed one or two lines of chemotherapy. The following molecular features were
analyzed: EGFR gene copy number (by fluorescence in-situ hybridization, FISH),
EGFR, K-ras and BRAF gene mutations (sequencing and allele-specific polymerase
chain reaction [ARMS, amplification refractory mutation system]), EGFR and phos-
pho-Akt protein expression (immunohistochemistry). This study demonstrated the
clinical value of EGFR gene copy number and EGFR protein expression. Survival
hazard ratios (HR) for gefitinib versus placebo in patients with high EGFR gene copy
number were 0.61 (95% confidence interval, Cl: 0.36-1.04, interaction test P=0.045)
and in patients with positive EGFR immunostaining — 0.77 (95% CI: 0.56-1.08, inter-
action test P=0.049). Other analyzed molecular features did not predict for the clinical
benefit from gefitinib.

The prognostic value of EGFR gene copy number by FISH and EGFR protein
expression by immunohistochemistry was analyzed in a series of 82 advanced
NSCLC patients treated exclusively with chemotherapy in Copenhagen University
Hospital. Using previously established cut-off points, the study demonstrated no
prognostic value of these features. Progression-free survival and overall survival did
not differ according to the result of EGFR FISH test (P=0.76 and P=0.82, respec-
tively) and according to EGFR protein expression (P=0.67 and P=0.62, respectively).

The proportion of patients responding to chemotherapy did not differ in patients
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grouped as EGFR FISH positive or negative (P=0.39) or grouped as EGFR protein
positive or negative (P=1.00).

EGFR gene copy number assessment is laborious and time consuming. In the
next study, a comparison between EGFR gene copy number assessment by FISH
and quantitative PCR was performed in archival tumor material from 64 patients
treated with gefitinib on expanded access protocol. This study demonstrated no as-
sociation between the results of EGFR gene copy number assessment with both
tests (P=0.15). No predictive value of PCR-based gene copy number for progression-
free survival (P=0.73) or overall survival (P=0.89) was shown, precluding inter-
changeable use of both techniques. In the same study, promising predictive value for
time to progression in 82 patients treated with gefitinib was found for EGFR mRNA
expression by quantitative RT-PCR. The proportion of patients who responded to ge-
fitinib was 43% in the group with high EGFR expression versus 8% with low EGFR
expression (P=0.006) and median progression-free survival times were 5.3 and 2.8
months, respectively (P=0.028).

In the ISEL study with gefitinib, protein expression was evaluated using prede-
fined cut-off point. In the subsequent study, different cut-off points to define positivity
with two antibodies for EGFR staining (DAKO PharmDx kit, 379 patients and Zymed
31G7 antibody, 357 patients) were assessed in archival tumor samples from the pa-
tients participating in the ISEL trial. Originally predefined cut-off point of 10% of cells
with staining of any intensity with DAKO PharmDx kit gave the best predictive value
for survival (HR of 0.77 in EGFR-positive patients versus 1.57 in EGFR negative pa-
tients, interaction test P=0.049), demonstrating that this cut-off point should be used
in clinical practice. Other cut-off points with PharmDx kit (DAKO) and all cut-off points
with clone 31G7 antibody (Zymed) were not associated with differences in outcome
of gefitinib treated patients (interaction P values were not significant).

International, placebo-controlled phase 1l TRIBUTE study evaluated efficacy
of erlotinib added to paclitaxel and carboplatin in front-line treatment of NSCLC, fol-
lowed by erlotinib maintenance. EGFR gene copy number by FISH was assessed in
tumor biopsies from 275 patients and yielded satisfactory hybridization leading to in-
formative results in 245 patients. Subset of patients with high EGFR gene copy num-
ber had superior time to progression when treated with erlotinib, and the difference
emerged at the commencement of maintenance treatment phase (HR 0.59; 95% CI

0.35-0.99). EGFR tyrosine kinase inhibitor maintenance strategy after chemotherapy
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may thus be effective in EGFR FISH positive subset of patients. In this subset, there
were fewer objective responses in the erlotinib and chemotherapy treated patients
versus those receiving placebo and chemotherapy (11.6% and 21.8%, respectively,

P=0.0495), indicating antagonistic association between erlotinib and chemotherapy.
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