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Sazetak

Najcesci tip maligniteta na svetskom nivou jeste karcinom pluca, pri cemu se u vecini
slu¢ajeva radi o nesitnocelijskom karcinomu plu¢a (NSCLC), koji je ujedno i najces¢i tip
karcinoma pluc¢a kod nepusaca. Kod veéine pacijenata obolelih od NSCLC, ustanovljeno
je prisustvo mutacija u genu za receptor epidermalnog faktora rasta (EGFR). Pored
hemioterapije, razvijeno je tri generacije lekova - inhibitora tirozin-kinaza (TKI), koji
uspesno deluju pri leCenju NSCLC. Medutim, do danas nije otkriven lek koji je u pot-
punosti efikasan, s obzirom na pojavu rezistencije kod pacijenata. Bez obzira na veliki
broj sprovedenih istrazivanja, i dalje postoji velika potreba za istrazivanjima koja ¢e se
fokusirati na molekularnu osnovu NSCLC povezanog sa EGFR mutacijama.

Epidemiologija i etiologija karcinoma pluca

Pre masovne proizvodnje duvanskih proizvoda,
karcinom pluéa je bio redak (1). Prema podacima Svetske
zdravstvene organizacije za 2018. godinu, karcinom pluca
predstavlja najéeséi tip maligniteta i vodeéi je uzrok smrt-
nosti mugkaraca i Zena na globalnom nivou (2). Takode, na
prostoru Republike Srbije, karcinom pluca se vodi kao
Cetvrti uzrok smrtnosti stanovnistva 3). Incidencija, preva-
lencija i mortalitet od karcinoma pluc¢a znac¢ajno varijaju u
zavisnosti od pola, rasne i etnicke pripadnosti, socio-
ekonomskog statusa i geografske lokalizacije, pre svega
usled razlika u istorijskom trendu pusenja (4). Danas je “epi-
demija” pusSenja prisutna u nizim socio-ekonomskim sloje-
vima stanovni$tva i zemljama u razvoju, gde se i belezi
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visoka incidencija karcinoma pluéa (5). Karcinom pluca se
prema klasifikaciji Svetske zdravstvene organizacije deli na
sitnocelijski karcinom (engl. small-cell lung carcinoma,
SCLC) i nesitnocelijski karcinom (engl. non small cell lung
carcinoma, NSCLC), koji je ces¢i (>60%). Ubedljivo
najces¢i patohistoloski tip karcinoma pluéa, kako u grupi
NSCLC, tako i uopste, jeste adenokarcinom pluca (ACP)
(L4), Etioloski je povezan sa poznatim karcinogenima, ali i
sa brojnim genetskim aberacijama koje igraju ulogu inici-
jalne genske promene (driver mutation) (5:0),

Kako postoje individualne varijacije u osetljivosti na res-
piratorne karcinogene, rizik od bolesti se predstavlja kao
posledica interakcije izmedu izlaganja karcinogenima i indi-
vidualne predispozicije. PusSenje cigareta je etioloski agens
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koji predstavlja ubedljivo najc¢es¢i uzrok karcinoma pluca.
Duvanski dim ispoljava svoje Stetno dejstvo na epitelne Celije
respiratornog sistema zahvaljujué¢i kompleksu organskih i
neorganskih karcinogena, koji indukuju progresivne
genetske, ali i epigenetske promene izazivaju¢i maligne
transformacije unutar éelija disajnih puteva. Pored duvan-
skog dima, faktori u vidu industrijskih Stetnosti kao sto su
azbest, arsen, hrom, nikl, vinil-hlorid, visoke doze jonizu-
juéeg zracenja ili infekcije najverovatnije samo doprinose
povecanom riziku usled pusSenja cigareta ili profesionalne
izlozenosti (7). Posto se karcinom plué¢a razvija u samo 11%
hroni¢nih pusaca, ocigledno je da postoje i drugi faktori koji
predisponiraju individuu za nastanak ove bolesti, kao Sto su
porodi¢na istorija karcinoma pluca i postojanje polimor-
fizama u pojedina¢nim nukleotidima (engl. single nucleotide
polymorphism - SNP) i promena broja kopija gena (engl.
copy number alterations - CNAs) koji su veoma raznovrsni,
ali i specificni za razliCite vrste karcinoma pluca. Pored ovih,
detektuju se i aberacije u vidu metilacije DNK na specifi¢nim
mestima i promene u nekodirajué¢im delovima RNK (6),

Genomske alteracije u adenokarcinomu pluca

Za proces karcinogeneze neophodne su genomske
alteracije. Danas je ustanovljen viSestepeni proces karcino-
geneze kroz gomilanje diskretnih genskih alteracija koje na
kraju dovode do karcinoma, $to znaci da kod pacijenata sa
intrinzi¢kom sklonos$¢u (nasledeno genetsko opterecenje i
epigenetske modifikacije) izlaganje Stetnim faktorima sre-
dine predisponira nastanak specificne somatske alteracije
koja zapocinje inicijalnu klonsku ekspanziju. Pri procesu
evolucije maligniteta, alterisana celija postaje genski
superiorna sa klonalnom prednoséu koja joj dozvoljava da
proliferiSe bez kontrole, invadira okolna tkiva i metastazira
(®). Samo neke od somatskih mutacija su uzro¢no i
funkcionalno povezane sa karcinogenezom i stoga nose
naziv ,,pokretacke” ili ,,aktivirajuce* alteracije (engl. driver)
). Pokretatke mutacije predstavljaju i slabu tacku tumora,
iz razloga §to zavisnost tumora od specifi¢nog onkogena ¢ini
sam tumor potencijalno osetljivim na inhibitore koji ciljaju
izmenjene onkogene i time zaustavljaju njihove pro-
tumorske osobine ili ¢ak dovode do éelijske smrti (10),
Adenokarcinom se karakteriSe velikom genetskom hetero-
genos$éu zbog znacajnog broja razli¢itih mutacija, s tom
razlikom da se veéi broj meta na koje deluje terapija moze
na¢i upravo u adenokarcinomu pluca. Analizom egzona,
utvrdeno je da vise od 75% ACP sadrzi neku pokretacku
alteracija jeste upravo mutacija gena za receptor epider-
malnog faktora rasta (engl. epidermal growth factor recep-
tor, EGFR) (D),

Genski lokus za EGFR (poznat i kao erbBl ili HERI)
nalazi se na hromozomu 7pl2.1. Proizvod njegove tran-
skripcije 1 translacije je EGFR (erbB1, HER1) - receptorski
glikoprotein od 170kDa, graden od 486 aminokiselina koji
spada u HER porodicu receptora, zajedno sa HER2 (neu,
erbB2), HER3 (erbB3) i HER4 (erbBB4). Sve clanove
karakteriSe slicna struktura - imaju krupan ekstracelularni
ligand-vezujuéi region sa Cetiri domena, jedan hidrofobni
transmembranski region i tri intracelularna domena: juk-
stamembranski, tirozin-kinazni i C-terminalni (Slika 1).

Tirozin-kinazni domen je dobio ime po brojnim tirozinskim
reziduama koje su zapravo mesta fosforilacije sa klju¢nom
ulogom u signalnoj transdukciji koja sledi po aktivaciji
receptora. Ektracelularni region EGFR-a sadrzi dva
homologna ligand-vezuju¢a domena (domeni I i III) i dva
domena bogata cistinom (oznaceni kao II i IV) (12),

Opisani su brojni ekstracelularni ligandi parakrinog ili
autokrinog porekla koji se vezuju za receptor: epidermalni
faktor rasta (EGF), transformiSuc¢i faktor alfa (TGFa),
betacelulin, amfiregulin, epigen, epiregulin i heparin
vezuju¢i EGF-slican faktor rasta. Vezivanje liganda dovodi
do strukturnog rearanzmana domena I i III, sa posledi¢énim
izlaganjem domena II, pri ¢emu on stice mogucnost
homo/heterodimerizacije sa clanovima HER familije.
Dimerizaciju prati autofosforilacija multiplih intracelularnih
tirozinskih rezidua, §to pokrece kaskadu signalnih puteva,
ukljucujué¢i RAS/MAPK, PI3K/Akt i STAT signalne puteve
(12,14,15)_Signalizacija posredovana EGFR regulise ¢elijsku
proliferaciju, diferencijaciju i apoptozu zdravih éelija, a
tokom histogeneze modulira rast, diferencijaciju i migraciju.
Povecana ekspresija EGFR gena (tzv. amplifikacija),
poveéana EGF sinteza i ekspresija EGFR i/ili mutacije u
domenu EGFR gena dovode do poremecaja Celijske home-
ostaze, pojave malignih, inflamatornih i autoimunih
oboljenja. Primeéeno je da u nekim malignim tumorima
(ukljucujuéi adenokarcinom pluca), funkcija EGFR postaje
deregulisana, usled izmenjene ekspresije proteina koji reg-
uliSu EGFR signalne puteve, uzrokujuéi nekontrolisanu
proliferaciju tumorskih ¢elija, izbegavanje apoptoze,
uvecanje sposobnosti migracije tumorskih ¢elija i
metastaziranje. Na taj nacin, suprotno njegovoj prirodnoj
ulozi, EGFR postaje onkoprotein (12, 15,16, 17),

Godine 2004. su otkrivene somatske mutacije za tirozin-
kinazni domen EGFR kod pacijenata sa NSCLC, koje su bile
povezane sa ekspresijom tiroidnog transkripcionog faktora 1
(TTF-1). Ove somatske mutacije su bile prisutne u egzoni-
ma 18-21 gena za tirozin-kinazni domen EGFR, a uticale su
na ATP-vezujuée mesto receptora. (15, Mutacije u EGFR
genu se javljaju kod oko 20% pacijenata belaca i kod oko
40% pacijenata azijskog porekla (18), a ¢esée se javljaju kod
mladih Zena koje ne konzumiraju cigarete (19). Na osnovu
tipa promene, EGFR mutacije se klasifikuju u tri grupe. U
grupu 1 spadaju in frame delecije u egzonu 19, koje dovode
do gubitka cetiri-Sest aminokiselina; u grupu 2 spadaju
pojedinacne nukleotidne supstitucije koje mogu desiti u
egzonima 18-21 i u grupu 3 spadaju in frame duplikacije ili
insercije koje se najéesc¢e desavaju na egzonu 20 (20), Veéina
EGFR mutacija u vezi sa NSCLC su tackaste mutacije ili in-
frame delecije. Prema rezultatima viSe objavljenih studija
koje se bave ucestalosc¢u pojedinih podtipova mutacija, vidi
se da su najcesc¢e tackaste mutacije L858R u egzonu 21 i
del747-749 u egzonu 19 i da zajedno ¢ine i do 85% svih
EGFR mutacija 2D, Ove mutacije se nazivaju aktivirajuée
mutacije (activating mutations), koje su konstitutivno
aktivne i onkogene, a mutantni produkti su kinaze sa sman-
jenim afinitetom za ATP. Oko 10% EGFR mutacija Cine
retke mutacije, u koje spadaju G719 u egzonu 18, mutacije
u egzonu 20, manje Ceste mutacije u egzonima 19 i 21 i
slozene mutacije, pri ¢emu njihov klini¢ki znacaj jos uvek
nije najjasniji. (22),
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Slika 1. Graficki prikaz strukture pojedinacnog EGFR proteina (levo) i aktiviranog dimera (desno) (preuzeto i modifikovano) (13)
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Slika 2. Najcesée mutacije u egzonima 18-21 i njihova povezanost sa osetljivoscu/rezistencijom na inhibitore tirozin-kinaze (preuzeto i
modifikovano) (23)
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Vremenom je pokazano da razli¢ite mutacije dovode do
razli¢ite osetljivosti hiperaktivnog receptora na inhibiciju
lekovima iz grupe inhibitora tirozin-kinaza (TKI). Tako je
pokazano da tumori sa delecijama u egzonu 19 (del19) bolje
reaguju na gefitinib i erlotinib (inhibitori tirozin-kinaza prve
generacije) nego tumori koji poseduju mutacije u egzonu 21
(21). Dodatno, trenutno postoje neslaganja oko toga da li po-
stoji povezanost izmedu tipa mutacije, tj. diferencijalne
osetljivosti na razli¢ite TKI i smanjenjog rizika od progresi-
je 1 duzeg opsteg prezivljavanja. lako su rezultati nekoliko
studija (22,23, 24) pokazali da ovakva veza postoji, tj.da paci-
jenti sa mutacijama u egzonu 19 imaju smanjeni rizik od
progresije bolesti i duze opste prezivljavanje od pacijenata
sa mutacijom u egzonu 21, mehanizmi ove povezanosti jos
uvek nisu objasnjeni. Specificne mutacije povezane sa sen-
zitivnoscu ili rezistencijom na TKI prikazane su na Slici 2.

Usled jo$ uvek nepoznatih mehanizama, u nekom
trenutku lecenja se kod svih pacijenata sa NSCLC javlja
progres ove bolesti zbog pojave rezistencije na trenutno dos-
tupne lekove (15, Rezistencija moZe biti primarna ili ste¢ena
i oba tipa se vidaju pri le¢enju NSCLC (26, 27), Interesantno
je izdvojiti tackastu mutaciju T790M na egzonu 20, koja
dovodi do zamene metionina za treonina i time onemo-
guéava vezivanje reverzibilnih TKI (19). Mutacija T790M
ima dvostruku ulogu. U veoma maloj populaciji pacijenata,
ova mutacija se pojavljuje kao nasledna i uzrokuje primarnu
rezistenciju na EGFR TKI (28), Medutim, pravi klinicki
znacaj ove mutacije lezi u ¢injenici da se ona razvija sekun-
darno, nakon tretmana TKI, pri tome uzrokujuéi steCenu
rezistenciju na ove lekove. U nekim studijama, ova mutacija
se pojavila u ¢ak 63% legenih TK inhibitorima (29). Danas
postoje irerverzibilni TKI koji deluju i na ovako mutirane
¢elije, a narocito su efikasni lekovi specifi¢nog afiniteta za
T790M. Pritom, mutacije u egzonu 20 su udruzene sa
urodenom rezistencijom na inhibitore tirozin-kinaza, a one
mogu ¢initi i do 9% EGFR mutacija (30,31, Pored mutacije
T790M, pri primeni TKI tre¢e generacije javljaju se i druge
mutacije (npr. C797S), a ocekuje se i otkrivanje novih s
obzirom na to da je primena TKI u terapiji pacijenata sa
NSCLC u procesu optimizacije (32),

Postoje jo$ dodatna dva nerazja$njena problema koja
ticu NSCLC i njegove molekularne osnove (15). Prvi se tige
obrasca metastaziranja. Sa jedne strane postoji stav da
tumori zavisni od onkogena imaju specifican obrazac
metastaziranja. Neke studije potvrduju da se kod pacijenata
sa delecijama u egzonu 19 uocava poseban vid metastaziran-
ja na mozgu (3), dok rezultati drugih studija ukazuju na
suprotno (34). Drugi nerazjagnjen problem tice se geneticke
heterogenosti tumora. Trenutno se ispitivanje prisustva
odredene mutacije povezane sa NSCLC vrsi iz materijala
uzetog pri biopsiji tkiva. Postavlja se pitanje da li je
dovoljno vrsiti biopsiju sa jednog regiona, §to je uobicajeni
pristup ili je ipak potrebno uzeti uzorke sa viSe regiona
tkiva, s obzirom da su De Bruin i saradnici konstatovali da
postoji prostorna i vremenska heterogenost tumora kod
NSCLC (%, Suprotno rezultatima ove studije, Zhang i
saradnici (39 su opovrgli ovu teoriju, zauzevsi stav da je
biopsija sa jednog regiona tkiva dovoljna pri testiranju, §to
je dodatno podrzano ¢injenicom da se onkogena pokretacka
mutacija javlja rano u tumorigenezi, te je prisutna i u pri-

marnom tumoru i u metastazama (37). S obzirom na
poteskoce u radu sa uzorcima biopsije i nastojanje da se
EGFR mutacije otkriju Sto ranije, u razvoju je jos nekoliko
nacina na koje bi se precizno i rano mogle utvrditi mutacije
u genu EGFR. Neke od njih su masena spektrometrija na
¢ipu, zatim imunohistohemijska metoda koja podrazumeva
antitela koja ¢e prepoznavati mutacije i testovi iz krvi,
ta¢nije slobodne cirkulisu¢e tumorske DNK (20. 38), Pored
samih mutacija u EGFR genu, postoje dokazi o Cestoj
prisutnosti prate¢ih genetickih alteracija kod NSCLC, koje
pospesuju progresiju tumora i ograni¢avaju uspeh ciljane
terapije, kao Sto su promene u Wnt/B-katenin signalnom
putu ili promene u ¢elijskom ciklusu G9),

Terapijski znacaj EGFR mutacija

Prognosticki zna¢aj EGFR mutacija u hirurski leCenim
NSCLC je predmet rasprava i suprotstavljenih stavova. U
studiji sprovedenoj u Srbiji, Zari¢ i saradnici?) navode da
je procenat EGFR mutiranih alela prisutan u 11,7% bolesni-
ka sa uznapredovalim stadijumom karcinoma. Vezanost
tumora za specificni onkogeni signalni put ga ¢ini osetljivim
na molekule koji taj put selektivno blokiraju ili ometaju (12),
U IPASS i NEJ002 studijama je pokazano da prisustvo
EGFR mutacije u C¢elijama adenokarcinoma plu¢a ima
visoko prediktivni znacaj za odgovor na terapiju kao i bolju
prognozu kod uznapredovalih tumorskih procesa (D),
Cinjenica da su neke od EGFR mutacija udruZene sa
porodi¢nom istorijom karcinoma pluéa moze predstavljati
osnovu za buduca genetska savetovanja i skrining programe
u populaciji sa poviSenim rizikom za predispoziciju za
karcinom pluca. Lecenje NSCLC, ukljucujuéi adenokar-
cinom pluca, ve¢ uveliko evoluira od primene citotoksicne
hemioterapije na primenu personalizovane target terapije
zasnovane na postojanju genskih mutacija (42), s obzirom na
to da su mnoge studije pokazale da TKI daju bolje efekte pri
lecenju pacijenata sa NSCLC (43),

Pored hemioterapije, postoje tri generacije inhibitora
tirozin-kinaza (TKI) kojima se tretiraju pacijenti sa NSCLC
povezanim sa mutiranim EGFR, koji ne samo da imaju
izrazeniji uticaj na prezivljavanje pacijenata sa NSCLC, veé
imaju i manje toksi¢ne efekte (najcesce osip i dijareja) u
odnosu na toksi¢ne efekte hemioterapije (33, 43). Legenje
pacijenata ciljanom terapijom zapocelo je jo§ pre nau¢nih
studija koje su objasnile znacaj mutacija. Primeceno je da
gefitinib (TKI prve generacije) dovodi do povoljnog terapi-
jskog odogovora u 10-20% neselektovane populacije
karcinoma pluéa (44). Za erlotinib je primeéeno da produza-
va prezivljavanje, ali je zanimljivije bilo da odredene pod-
grupe pacijenata sa adenokarcinomom, zene, nepusaci, azi-
jskog porekla mnogo bolje reaguju na terapiju (4. U studi-
jama iz 2004. godine opisane su prve mutacije koje ¢ine ade-
nokarcinom senzitivnim na gefitinib (46). Od tada kreée
eksponencijalni razvoj farmaceutskih agenasa, njihovo ispi-
tivanje 1 pronalazenje molekularnih metoda detekcije
specifi¢nih mutacija. EGFR inhibitori tirozin-kinaza deluju
na intracelularni domen ovog receptora i blokiraju njegovu
nishodnu signalizaciju, smanjujuci aktivnost receptora.
Lekovi prve generacije (gefitinib i erlotinib) su kroz veliki
broj studija pokazali superiornost kao terapija prvog izbora
kod EGFR-mutiranih NSCLC u odnosu na hemioterapiju.
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Takode, lekovi prve generacije pokazuju vecu inhibitornu
aktivnost kod EGFR mutiranog gena u poredenju sa divljim
tipom EGFR. Primeceno je produzenje perioda bez bolesti,
poboljsan kvalitet zivota pa Cak i produzeno prezivljavanje
(43, 47). Drugoj generaciji lekova pripada afatinib, ireverzi-
bilni inhibitor koji se kovalentno vezuje za receptor i
uzrokuje njegovu jacu inhibiciju, sa boljim efektom na
prezivljavanje i period bez bolesti, ali i viSe toksi¢nih
tencije kod pacijenata nakon tretmana koji podrazumeva
TKI, dokazan u 50-65% pacijenata podvrgnutih rebiopsiji
pluéa, je mutacija T790M (49). Postoje razli¢ite strategije pri
sprecavanju ili odlaganju pojave ove rezistencije, a neke od
njih su kombinovanje hemioterapije sa terapijom TKI ili
istovremeno targetiranje sporednih signalnih puteva koji
povezuju glavne signalne puteve, kao na primer kombino-
vana inhibicija EGFR i MET 43), Treca generacija ireverzi-
bilnih inhibitora (osimertinib, olmutinib), koji pogadaju
specificnu mutaciju T790M, (a nemaju uticaj na divlji tip
receptora) pokazali su znacajno produzenje perioda bez
bolesti, manje nezeljene efekte i odobreni su od strane
Agencije za hranu i lekove (50), U ispitivanju je rociletinib,
novi ireverzibilni, mutantselektivni TKI, kao i brojni drugi
eksperimentalni lekovi u fazama I i IT1 GD), od kojih se izdva-
ja AZD9291, koji se od svih ostalih razlikuje po svojoj
strukturi u vidu monoanilino-pirimidina (15). Za sada, za
pacijente koji nemaju T790M mutaciju u trenutku progresi-
je bolesti, hemioterapija na bazi platine kao i produzena ter-
apija TKI se smatra se prihvatljivom opcijom, mada person-
alizovana terapija i blokada kontrolnih tacaka imuno-
terapijom predstavlja osnovu za buduéu terapiju (52),

Pored inhibitora tirozin kinaze, opcija za lecenje su i
monoklonalna antitela — cetuksimab (cetuximab) 1 beva-
cizumab (bevacizumab). Cetuksimab se kompetitivno
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vezuje za EGFR 1 sprecava vezivanje liganda. Metaanaliza
koja je proucavala uticaj dodatka cetuksimaba na hemioter-
apiji za uznapredovali NSCLC je pokazala znacajno
poboljsanje prezivljavanja i odgovora na terapiju uz pro-
duZenje perioda bez progresije bolesti (47 53). Bevacizumab
blokira VEGF (Vascular endothelial growth factor, vasku-
larno endotelni faktor rasta) signalni put, upotrebljava se u
kombinaciji sa hemioterapijom i za sada je uspesan pri pro-
duzavanju zivotnog veka pacijenata sa NSCLC, pri ¢emu je
veoma skup (54),

ZAKLJUCAK

Otkrice EGFR mutacija povezanih sa NSCLC bilo je
veoma znacajno za razumevanje i tretman ove bolesti. Bez
obzira na veliko interesovanje za NSCLC i EGFR i veliki
broj objavljenih studija, istrazivanje u ovoj oblasti bi treba-
lo nastaviti u velikom obimu zbog mnogih postoje¢ih
nedoumica i visoke incidencije bolesti, kako bi pacijentima
sa NSCLC bila dostupna najkvalitetnija i najdelotvornija ter-
apija. Detaljnim upoznavanjem sa molekularnom
patologijom NSCLC moguce je odgovoriti na jo$ uvek
neodgovorena pitanja o povezanosti NSCLC i EGFR, od
utvrdivanja svih mutacija koje se pojavljuju kod NSCLC,
preko otkrivanja mehanizama rezistencije na TKI i nacina da
se rezistencija prevazide, do razvijanja brzih i preciznijih
nacina testiranja na mutacije u vezi sa EGFR 1 NSCLC.
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Abstract

Lung cancer is the most common malignant disease worldwide. Non small cell lung carcinoma
(NSCLC) is present in the majority of cases and also represents the most common type of lung can-
cer in non-smokers. Mutations in epidermal growth factor receptor gene (EGFR) are found in most
patients diagnosed with NSCLC. Besides chemotherapy, three generations of drugs tyrosine-kinase
inhibitors (TKIs) are developed and they have made a success in the treatment of NSCLC. However,
up to now no drug was found to be fully efficient due to the constant development of resistance in
patients. Despite the great number of conducted studies, there is still a need for further research which
will focus on molecular basis of NSCLC associated with EGFR mutations.
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