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1. Ocena czynnikéw predykcyjnych w raku
pluca

Postep w zakresie onkologii klinicznej, w tym w tera-
pii raka niedrobnokomérkowego ptuca (NDRP), zapo-
czatkowal poszukiwania czynnikéw predykcyjnych
pomocnych w identyfikacji grupy pacjentéw mogacych
odnies¢ korzysci z leczenia inhibitorami receptora naskér-
kowego czynnika wzrostu (epidermal growth factor receptor —
EGFR). W terapii celowanej zaawansowanego NDRP,
zgodnie z aktualnymi zaleceniami ASCO 2010, mozna
zastosowac inhibitory kinazy tyrozynowej EGFR (EGFR-
TKI) — erlotynib lub gefitynib — natomiast w raku nie-
plaskonablonkowym — bewacyzumab lub pemetreksed.
Pomimo obiecujacych wynikéw badan z przeciwcialem
monoklonalnym przeciw EGFR (najwicksze badanie
FLEX) [1, 2} — cetuksymabem — w chwili obecnej lecze-
nie to nie zyskato rekomendacji {3, 4}.

Ponizsze wytyczne odnoszg sie do najwazniejszych
czynnikéw predykcyjnych w NDRP:

* doktadnego okreSlenia typu histologicznego NDRP
zardwno w materiale histologicznym, jak i cytologicz-
nym,

® oceny ekspresji biatka EGFR,

® okreslenia liczby kopii genu EGFR,

* stwierdzenia mutacji genu EGFR,

* wykrycia mutacji genu KRAS.

Do doktadnie poznanych czynnikéw predykcyjnych
zalicza si¢ réwniez cechy kliniczne — lepsza odpowiedz na
leczenie EGFR-TKI stwierdza si¢ u kobiet, os6b niepala-
cych i chorych rasy azjatyckiej. Analiza w wyzej wymie-
nionych podgrupach wykazala pos$réd nich czestsze
wystepowanie gruczolakorakéw oraz niemal trzykrotnie
zwickszona liczbe mutacji genu EGFR. Fakt ten uzasad-
nia znamiennie lepsza odpowiedZ na leczenie u tych
pacjentéw.

2. Ocena typu histologicznego raka ptuca

Przez ostatnie kilkadziesiat lat w diagnostyce raka
pluca wystarczajace bylo stwierdzenie, czy dany nowo-
twor pluca ma charakter pierwotny czy tez przerzutowy,
oraz okreSlenie, czy jest to rak drobnokomoérkowy czy
niedrobnokomérkowy. Terapia NDRP byla jednakowa
bez wzgledu na typ histologiczny raka pluca. Na wybor
leczenia wplyw mial przede wszystkim stopien zaawan-
sowania nowotworu, decydujacy o jego operacyjnosci,
natomiast chemioterapia i radioterapia byly podobne.

Wprowadzenie terapii celowanej i réznice w odpowie-
dzi na leczenie (27% w gruczolakorakach vs 7% w pozo-
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stalych NDRP) [5-71 w poszczegdlnych typach histolo-
gicznych spowodowaly konieczno$¢ ich doktadnego
okreslenia zarébwno w materiale tkankowym, jak i cyto-
logicznym. Ocena typu histologicznego na podstawie
wycinkéw tkankowych, pomimo heterogennos$ci utkania
nowotworowego, w zdecydowanej wigkszosci jest mozli-
wa. SzczegOtowe kryteria oceny przedstawiono w roz-
dziale Klasyfikacja histopatologiczna raka pluca.

Materiat cytologiczny stwarza wigksze trudnosci dia-
gnostyczne. Do jego oceny konieczna jest doktadna zna-
jomos¢ kryteriéw oraz wykorzystanie immunohistoche-
mii. Zagadnienia te oméwiono w rozdziale Diagnostyka
cytologiczna raka pluca.

3. Ekspresja naskérkowego czynnika wzrostu

Ekspresja biatka EGFR oceniana metoda immunohi-
stochemiczng (IHC) byla uwazana za pierwszy czynnik
predykcyjny odpowiedzi na leczenie inhibitorami EGFR.
Sukces terapii celowanej w raku piersi, uwzgledniajacej
okreslony za pomoca IHC status receptordéw steroido-
wych oraz HER2, stal si¢ wzorcem do przeniesienia
metody w odniesieniu do ekspresji EGFR w raku jelita
grubego i NDRP. Wyniki wickszosci badan nie wykaza-
ly jednak $cistego zwiazku pomiedzy nadekspresja EGFR
a kliniczng aktywnoscig inhibitoréw EGFR. Pr6by usta-
lenia jednolitej skali oceny ekspresji EGFR, w tym wpro-
wadzenie skali Hybrid-score uwzgledniajacej intensyw-
no$¢ odczynu (0—4) i odsetek wybarwionych komorek
(0-100%), jak réwniez doktadne okreslenie progu odcie-
cia, nie mialy istotnego wplywu na wyodrebnienie grupy
pacjentdw w kwalifikacji do leczenia {8]. W raku jelita
grubego cetuksymab wykazywal aktywnos¢ u pacjentéw
réwniez z immunohistochemicznie EGFR-ujemnym
nowotworem [9}. Podobnie w badaniach prospektyw-
nych II fazy z panitumumabem odpowiedZ na leczenie
nie réznita si¢ znamiennie statystycznie w grupach
pacjentéow z ekspresja wysoka, umiarkowang lub bra-
kiem ekspresji EGFR {10, 11}.

W NDRP nadekspresja EGFR miala niewielki wplyw
na réznice w przebiegu leczenia zaréwno w badaniu
BR.21 (HR = 0,68, p = 0,02) [12, 131, jak i w badaniu
ISEL z gefitynibem (HR = 0,77, p = 0,13) {14}.
W badaniu europejskim FLEX [2} u pacjentéw z immu-
nohistochemicznie EGFR-dodatnim wynikiem, u kté-
rych stosowano chemioterapi¢ w potaczeniu z cetuksy-
mabem, uzyskano dluzsze przezycia, natomiast
w lustrzanym badaniu na populacji amerykanskiej
(BMS/Imclone 099) nie odnotowano réznic w odpowiedzi
na leczenie w zalezno$ci od poziomu ekspresji EGFR {15}.
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Rycina 1. Immunohistochemiczne oznaczenie EGFR. A — g
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ruczolakorak, cytologia, 3+, 400x; B — gruczolakorak, material pooperacyjny,

2+, 400x; C — NDRP NOS, material oligobiopsyjny, 2+, 200x; D — plaskonablonkowy, material pooperacyjny, 3+, 200x

Ograniczenia oznaczedn immunohistochemicznych
wynikaja zaréwno z rodzaju, jak i sposobu pobierania
materiatu {16, 17}. Wigkszo$¢ stanowi material cytolo-
giczny, ktéry niejednokrotnie jest jedynym dostgpnym
materialem pobieranym w celu weryfikacji rozpoznania
klinicznego. W trakcie biopsji aspiracyjnej oraz podczas
wykonywania rozmazu zwykle blony komérkowe ule-
gaja czeSciowemu uszkodzeniu. Z tej przyczyny nie-
mozliwa jest wiarygodna ocena ekspresji blonowego
odczynu EGFR, a wyniki ujemne moga by¢ w znacz-
nym odsetku niemiarodajne i w rzeczywistoéci blednie
ujemne (ryc. 1.).

Podsumowujac — zgodnie z aktualnymi wynikami
zakonczonych badan klinicznych w raku jelita grubego
oraz pluca immunohistochemiczna ocena EGFR nie jest
optymalna metoda identyfikacji chorych, ktérzy moga
odnie$¢ korzysci z terapii anty-EGFR.

4. Liczba kopii genu EGFR

Gen EGFR stosunkowo rzadko ulega amplifikacji
i metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (fluorescence
in situ hybridization — FISH) zwigkszona liczbe kopii genu
wraz z polisomia (wynik FISH-dodatni) wykrywa sie
u 25-40% pacjentéw z NDRP, plaskonablonkowym
rakiem glowy i szyi oraz rakiem jelita grubego. Pierwsze
obiecujace wyniki uzyskano w badaniu II fazy z gefityni-

Rycina 2. Ocena liczby kopii genu EGFR (A, B — wynik dodatni,
C, D — wynik ujemny)

bem w zaawansowanym NDRP — u pacjentéw z dodat-
nimi wynikami FISH w poréwnaniu z chorymi z ujem-
nymi FISH stwierdzono odpowiednio znamiennie wyzsze
odsetki odpowiedzi na leczenie (36 vs 3%), dhuzszy czas
do progresji choroby (9,0 »5 2,5 miesiaca) oraz dluzsze
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$rednie catkowite przezycie (18,7 vs 7,0 miesiaca) [18}.
W badaniach z randomizacja poréwnujacych wyniki
leczenia z zastosowaniem EGFR-TKI lub placebo —
BR.21 i ISEL — uzyskano znamiennie wyzsze odsetki
odpowiedzi na leczenie w grupach pacjentéw z guzami
FISH-dodatnimi, odpowiednio 20 vs 2% oraz 16 vs 3%
[14, 17} W leczeniu przeciwcialem monoklonalnym
przeciw EGFR — cetuksymabem — réznice w osiaganych
$rednich catkowitych przezyciach w zaleznosci od wyni-
ku FISH wynosza 7 vs 15 miesiecy (SWOG) {16]. Mniej
spektakularne réznice w calkowitych przezyciach zaob-
serwowano podczas chemioterapii zaawansowanego
NDRP, w ktérej dodawano lub nie cetuksymab (BMS
099, FLEX) {2, 7, 15]. Bez wzgledu na sposéb leczenia
w kilku badaniach stwierdzono, ze zwickszona liczba
kopii genu EGFR ma niezalezna niekorzystng warto$¢
predykeyjna przebiegu choroby.

Zlozonym zagadnieniem jest sposéb oceny liczby
kopii genu. Wiele sprzeczno$ci w wynikach badad kli-
nicznych bylo zwiazanych z réznicami w kryteriach oce-
ny i kwalifikacji wyniku jako dodatniego. Obecnie przy-
jeto kryteria Colorado (University of Colorado Cancer
Center) (ryc. 2.). Uwzgledniaja one sze$¢ kategorii bazu-
jacych na zwigkszajacej si¢ liczbie kopii genu EGFR. Za
wyniki dodatnie przyjmuje sie te z: duzg liczba kopii
genu (24 kopie genu na komoérke w >40% komorek),
amplifikacja genu (skupiska kopii genu i stosunek liczby
sygnaléw gen/chromosom >2 na komérke lub >15 kopii
genu na komoérke w >210% komorek), natomiast za
ujemne: z brakiem lub malg liczba dodatkowych kopii
genu (24 kopie genu na komérke w <40% komorek)
[19, 201.

Ocena liczby kopii genu metoda FISH mozliwa jest
z materialu pooperacyjnego, oligobiopsji lub cytologii po
odwirowaniu i zatopieniu w parafinie (ce//-block). Na
jako$¢ oceny metoda FISH wplywaja etapy wstepnej
obrobki materialu, m.in. utrwalanie materialu w roztwo-
rze zbuforowanej formaliny przez 24-48 godz. Do badan
wykorzystywane sg niebarwione skrawki parafinowe
o grubosci 4 pm, naniesione na dodatnio natadowane
(silanizowane) szkietka podstawowe. Tak przygotowane
preparaty umieszczane sg na noc w cieplarce w tempera-
turze 65°C w celu mocniejszego przytwierdzenia skraw-
ka do podloza. Do identyfikacji obszaréw roboczych na
preparatach uzywa si¢ skrawkéw zabarwionych hema-
toksylina-eozyng (HE). Kolejne etapy sg przeprowadzane
zgodnie z zaleceniami producenta zestawu do oznaczania
genu EGFR, a kryteria oceny wynikéw zgodne z reko-
mendacjami Colorado.

5. Ocena statusu genu EGFR

Aktualnie leczenie ukierunkowane na EGFR stosuje
sie u pacjentdéw z zaawansowanym i przerzutowym nie-
drobnokomérkowym rakiem pluca. Odkrycie mutacji
EGFR mialo duzy wplyw na podjecie intensywnych
badan nad rola tych mutacji w patogenezie choroby,
rokowaniu i wrazliwosci na leczenie. Dotychczas wyod-
rebniono szereg mutacji somatycznych w domenie kina-
zowej EGFR, lecz ponad 90% z nich dotyczy eksonéw
18, 19, 20 i 21 {21}. W kilku niezaleznych grupach
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badawczych potwierdzono, ze czgsto$¢ wystepowania
mutacji EGFR pozostaje w Scistym zwiazku z takimi
cechami klinicznymi, jak rasa (10-20% u pacjentéw ze
Stanéw Zjednoczonych i Europy s 30-60% z Azji), ple¢
zefiska, niepalenie tytoniu i typ histologiczny (najczestsze
w gruczolakorakach) {22, 23}. Wystepowanie powyz-
szych cech w wielu badaniach klinicznych byto silnie
zwigzane z wrazliwo$cia na EGFR-TKI, gefitynib i erlo-
tynib, oraz z bardzo dobra odpowiedza na stosowanie
tych lekéw zaréwno w pierwszej, jak i drugiej linii che-
mioterapii {24-26}. Najnowsze wytyczne ASCO i ESMO
z 2010 r. dotyczace terapii celowanej w NDRP jedno-
znacznie wskazuja, ze obecno$¢ jednej z somatycznych
mutacji aktywujacych EGFR nalezy uzna¢ za najbardziej
wiarygodny czynnik predykcyjny odpowiedzi na leczenie
EGFR-TKI {3, 4, 27, 28}. Obowiazujacym kryterium
podania gefitynibu lub erlotynibu w monoterapii, w tym
réwniez w pierwszej linii chemioterapii, opréocz oceny sta-
nu klinicznego pacjenta jest zatem stwierdzenie mutacji
EGFR. Wyniki badan klinicznych z uzyciem cetuksyma-
bu, monoklonalnego przeciwciala skierowanego przeciw
EGFR, $wiadczg natomiast o jego niewielkim wplywie na
poprawe wskaznikéw odpowiedzi na leczenie, w tym
wydtuZzenie czasu przezycia catkowitego {2, 15}.

5.1. Przygotowanie materialu biologicznego
do oceny statusu genu EGFR

Materiat biologiczny do oceny mutacji genu EGFR
obejmuje material cytologiczny utrwalony lub $wiezy,
pobierany metoda biopsji transtorakalnej pod kontrola
tomografii komputerowej, przezoskrzelowych wymazéw
szczoteczkowych, przezoskrzelowej aspiracyjnej biopsji
cienkoiglowej pod kontrola ultrasonografii, material
tkankowy oligobiopsyjny (wycinek pobierany podczas
bronchoskopii) i pooperacyjny.

Bez wzgledu na sposéb uzyskania i typ materialu
cytologicznego lub histologicznego obligatoryjne kryte-
ria kwalifikacji do wykonania oznaczenia statusu genu
EGFR obejmuja:

* typ histologiczny — wylacznie gruczolakorak i NDRP
not otherwise specified (NOS), bez raka plaskonabloko-
wego,

® ilo§¢ materialu diagnostycznego — preparaty musza
zawiera¢ nie mniej niz 50% utkania nowotworowego
lub 50% komoérek w przypadku rozmazu cytologicz-
nego.

5.1.1. Przygotowanie materiatu tkankowego
pooperacyjnego 1 oligobiopsyjnego

Material tkankowy pooperacyjny i oligobiopsyjny

wymaga:

® utrwalenia w 10-procentowej zbuforowanej formalinie
(4-procentowy roztwoér wodny aldehydu mréwkowego
zbuforowany do pH = 7,2) przez 24-48 godz.,

® pobrania wycinkéw z guza i zatopienia w bloczkach
parafinowych,

® oceny histopatologicznej z ustaleniem rozpoznania,

® wyboru odpowiedniego bloczka parafinowego,
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* skrojenia bloku parafinowego z wybranym wycinkiem
do probéwki PCR,
* przekazania do pracowni biologii molekularne;j.

Jesli znaczna cze$¢ bloczka stanowi utkanie nienowo-
tworowe, nalezy wycial ten fragment i przetopi¢ bloczek
tak, by uzyska¢ jak najwickszy odsetek utkania nowo-
tworowego w materiale (makrodysekcja). Idealnym roz-
wigzaniem jest wykonanie mikrodysekcji, tzn. wycigcie
wiazka lasera pod kontrolg mikroskopowa fragmentu
zawierajgcego utkanie nowotworowe. W chwili obecnej
metoda ta nie jest powszechnie dostgpna.

5.1.2. Przygotowanie materiatu cytologicznego utrwalonego

Materiat cytologiczny utrwalony wymaga:

¢ standardowego wykonania preparatéw barwionych HE,

* wybrania reprezentatywnego rozmazu,

¢ odklejenia szkietka nakrywkowego w ksylenie,

e ,zeskrobania” materialu komoérkowego ze szkielka
podstawowego za pomoca sterylnego skalpela do pro-
bowki PCR zawierajacej no$nik, zgodnie z instrukcja-
mi producenta,

* przekazania do pracowni biologii molekularnej maksy-
malnie do 48 godz. od ,zeskrobania”.

5.1.3. Przygotowanie materialu cytologicznego swiezego

Material cytologiczny §wiezy wymaga:

* wykonania z tego samego naktucia co najmniej dwéch
rozmazéw cytologicznych, ktére rutynowo poddawane
sa utrwaleniu, oraz pobrania pozostalego materiatu
»w igle” do probéwki PCR zawierajacej no$nik, zgod-
nie z instrukcjami producenta,

* przechowywania w lodéwce w temperaturze 2—8°C,
maksymalnie przez 48 godz.; je$li material ma by¢
przechowywany dluzej, nalezy go zamrozi¢ (tempera-
tura ponizej —10°C),

* potwierdzenia rozpoznania histopatologicznego z roz-
mazéw utrwalonych,

* przekazania zabezpieczonego materialu do pracowni
biologii molekularnej.

6. Metodyka oceny statusu genu EGFR

Ocena statusu genu EGFR wymaga izolacji DNA oraz
oznaczenia mutacji. W wyniku procedury walidacyjnej
przyjeto odpowiednie metody izolacji DNA. Ze wzgledu
na pochodzenie wickszosci materiatu (material tkankowy
pooperacyjny, utrwalony w blokach parafinowych) do izo-
lacji stosowany jest zestaw ze zmodyfikowang procedura
izolacji materiatu zatopionego w parafinie. Stezenie otrzy-
manego DNA mierzone jest na spektrofotometrze, czy-
stos¢ DNA jest sprawdzana przez badanie stosunku
absorbangji przy y = 260 i 280 nm. W zaleznosci od wyj-
$ciowej ilosci tkanki otrzymuje sie od kilku do kilkudzie-
sieciu pg DNA. Wspotczynnik czystosci A260/A280
otrzymanego DNA miedci si¢ miedzy 1,8 a 2,0. Do oce-
ny mutacji genu EGFR opracowano procedury uwzgled-
niajace wykorzystanie technologii bezposredniego
sekwencjonowania DNA. Metodyka jest zoptymalizowa-
na do analizy DNA pochodzacego z blokéw parafinowych
(poddegradowane DNA). W badanych preparatach oce-
niany jest ekson 18, 19, 20 i 21 genu EGFR (ryc. 3.).
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Rycina 3. Najczetsze typy mutacji w genie (delecja E746_A750
i mutacja L858R)

7. Interpretacja wynikow

Wystepowanie somatycznych mutacji aktywujacych
w jednym z ocenianych eksonéw (18, 19, 20 i 21) genu
EGFR stanowi molekularne potwierdzenie zasadnosci
podania inhibitora kinaz tyrozynowych. Brak mutacji
genu EGFR wymaga indywidualnego rozwazenia poten-
gjalnych korzysci dla pacjenta z leczenia wg alternatyw-
nych schematéw terapeutycznych (ryc. 4.).

8. Ocena mutacji KRAS

Szlak RAS-RAF-MEK uczestniczy w przekazywaniu
sygnaléw ,ponizej” EGFR, jak réwniez w innych szla-
kach prowadzacych do rozrostu komérek nowotworo-
wych. Aktywujace mutacje KRAS wystepuja w niedrob-
nokomérkowym raku pluca (gléwnie gruczolakorakach),
praktycznie nigdy nie wspoétistnieja z mutacjami w kina-
zowych domenach EGFR i HER?2 oraz towarzysza Opor-
nosci na leczenie inhibitorami EGFR {29-31}. Wiekszo§¢
mutacji KRAS w raku gruczotlowym pluca to wywotywa-
ne paleniem tytoniu transwersje G na T (substytucja
puryny za pirymidyne) w eksonie 12 (u 90% chorych)
lub eksonie 13 [32}. Odrebny profil mutacji KRAS, na
ktéry sktadaja sic mutacje prowadzace do tranzycji G na
A, wykryto niedawno u chorych na raka gruczolowego,
ktérzy nigdy nie palili tytoniu, ale jego znaczenie czyn-
nos$ciowe pozostaje nadal nieznane [33}. Aktualne reko-
mendacje ASCO i ESMO z 2010 r. nie zalecaja rutyno-
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rozpoznanie histopatologiczne
raka pluca

okreslenie typu
histopatologicznego raka pluca

rak drobnokomérkowy pluca
(DRP)

CHEMIOTERAPIA
RADIOTERAPIA

|
rak niedrobnokomérkowy pluca
(NDRP)
I
[ |

gruczolakorak
NDRP not otherwise specified

rak plaskonablonkowy

[
mutacja EGFR
w eksonie (18, 19, 20, 21)

ERLOTYNIB/GEFITYNIB

Rycina 4. Algorytm diagnostyczno-terapeutyczny w raku pluca

wej oceny mutacji KRAS celem kwalifikacji chorych do
leczenia celowanego.

Podzigkowania dla prof. dr. hab. n. med. Janusza Siedlec-
kiego 1 mgr. inz. Andrzeja Tysarowskiego z Zakladu Biologii
Moleknlarnej Centrum Onkologii — Instytutu w Warszawie za
pomoc w opracowaniu tych zalecen.
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