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Ispitivanje klinickih i genetickih prediktivnih faktora efikasnosti terapije inhibitorima tirozin kinaza
pacijenata sa uznapredovalim adenokarcinomom pluéa

Uvod: Karcinom pluca predstavlja globalni javno zdravstveni problem. U 2020. godini je u svetu od
karcinoma pluc¢a obolelo je 2 206 771 osoba oba pola, a umrlo 1 796 144. PetogodiSnje prezivljavanje
pacijenata obolelih od svih tipova karcinoma plu¢a veoma je nisko i pored uvodenja ciljane i
imunoterapije u lecenje i iznosi oko 19% za pripadnike oba pola, dok je kod pacijenata koji boluju
od EGFR pozitivnog nesitnocelijskog karcinoma pluca, kao i kod onih sa ostalim mutacijama za koje
postoji ciljana terapija, petogodi$nje prezivljavanje nesto bolje i iznosi 5% - 50%. Terapija
inhibitorima tirozin kinaza (TKI) koji blokiraju receptor za epidermalni faktor rasta (EGFR) je prva
linija u lecenju pacijenata sa uznapredovalim EGFR mutiranim nesitnocelijskim karcinomom pluca
(NSCLC). Iako je efikasnija od hemioterapije veéina pacijenata nakon 9-11 meseci razvije
rezistenciju. Mehanizmi rezistencije na EGFR TKI su razli¢iti, a njihovo poznavanje klju¢no je u
donosenju odluke o najboljoj specifi¢noj terapiji, proceni odgovora na terapiju i u razvoju novih
lekova.

Cilj: Ispitivanje demografskih karakteristika pacijenata i karakteristika tumora kao prediktivnih
faktora efikasnosti EGFR TKI terapije u pacijenata sa uznapredovalim EGFR mutiranim
adenokarcinomom pluéa (korelacija sa ukupnim prezivljavanjem (overall survival - OS),
prezivljavanjem bez progresije bolesti (progression free survival — PFS), pojavom rezistencije,
toksic¢nosti i kancerskog bola) kao i ispitivanje tipa i zastupljenosti mutacija u genu EGFR kao
prediktivnih faktora EGFR TKI terapije u pacijenata sa uznapredovalim EGFR mutiranim
adenokarcinomom pluca (korelacija sa OS, PFS, pojavom rezistencije, toksi¢nosti i kancerskog bola).
Ispitivanje nivoa ekspresije gena IGF-1R, E-kadherina, N-kadherina i okludina kao prediktivnih
faktora EGFR TKI terapije u pacijenata sa uznapredovalim EGFR mutiranim NSCLC (korelacija sa
OS, PFS, pojavom rezistencije, toksi¢nosti 1 kancerskog bola).

Metodologija: Istrazivanje je sprovedeno u periodu od 2013. godine do2021. godine na grupi od 101
pacijenata sa uznapredovalim adenokarcinomom pluca (klinicki stadijum IIIb i IV, performans status
0, 1 1ili 2) kod kojih je potvrdeno prisustvo mutacija u EGFR genu i koji su bili leceni ili su i dalje na
terapiji inhibitorima tirozin kinaza na Institutu za onkologiju i radiologiju Srbije. Dijagnoza
uznapredovalog adenokarcinoma pluca postavljena je u skladu sa kriterijumima osmog izdanja
Internacionalne asocijacije za istrazivanje karcinoma plu¢a (IASLC). Pacijenti su tretirani EGFR
inhibitorima tirozin kinaza prve generacije u prvoj liniji do progresije ili neprihvatljive toksi¢nosti.
Analizirani su demografski podaci (pol i starost pacijenata), klinicke manifestacije bolesti, pusacki
status, performans status, TNM stadijum bolesti pri postavljanju dijagnoze, gradus tumora,
lokalizacija inicijalnih metastaza, komorbiditeti, hematoloski parametri, prisustvo bola pri dijagnozi
i tokom terapije, tip EGFR mutacije, duzina primene TKI, odgovor na terapiju (SD — stabilizacija
bolesti, PR — parcijalna regresija, CR — kompletna regresija, PD — progresija bolesti), prezivljavanje
bez progresije bolesti (eng. Progression Free Survival, PFS), ukupno prezivljavanje (eng. Overal
survival, OS,) toksi¢nost na TKI i rezistencija na terapiju. Toksi¢nost na TKI se procenjivala prema
kriterijumima 5.0 verzije CTCAE — Common Terminology Criteria for Adverse Events. Prisustvo
bola pri dijagnozi i tokom terapije prijavljivana je koris¢enjem Pain — Related Patient - Reported
Outcomes. Pacijentima je uzeta krv pre otpocinjanja primene TKI, a rezultati kompletne krvne slike
sa leukocitarnom formulom dobijeni su iz elektronskih medicinskih kartona pacijenata. Analizirani
su hematoloski parametri: odnos neutrofila i limfocita (NLR), trombocita i limfocita (PLR),
trombocita i monocita (PMR), limfocita i monocita (LMR) i neutrofila i monocita (NMR).

Nivo bola procenjen je primenom dve metode — numerickom skalom za procenu bola (NRS) i
verbalnom deskriptivnom skalom (VDS) pre otpocinjanja terapije inhibitorima tirozin kinaza, kao i
tokom primene ovih lekova.

Iz parafinskih kalupa izolovane su DNK i RNK. Iz DNK je analizirana mutacija u genu EGFR
(egzoni 18-21), a iz RNK je analizirana ekspresija gena IGF-1R, N-kadherin, E-kadherin i okludin.



Nivo ekspresije mMRNK gena IGF-1R, N-kadherin, E-kadherin i okludin analiziran je kvantitativnom
metodom PCR u realnom vremenu (QRT-PCR).

Rezultati: Prosecna starost nasih ispitanika bila je 61,7 (x11,1) godina, vise od polovine pacijenata
bilo je zenskog pola (65,3%). Najveci broj ispitanika (81,1%) inicijalno je bilo dobrog opsteg stanja
— ECOG 1, dok su polovinu grupe c¢inili pusaci (48,5). Vecéina pacijenata u nasoj studiji
dijagnostikovana je u metastatskom stadijumu bolesti (91%). Medijana ukupnog prezivljavanja
pacijenata u naSoj studiji je 21 mesec (15,2-26,7 ClI 95%). Medijana PFS u celoj grupi bila je 10
meseci (7,4-12,5 Cl 95%). Pacijenti zenskog pola imali su duzi PFS u poredenju sa pacijentima
muskog pola uz postignutu statisticku znacajnost. Srednji PFS bio je zna¢ajno duzi kod pacijenata sa
ex19del i L858R mutacijom nego kod pacijenata sa redim mutacijama kao sto su ex20Ins, L861Q.
EGFR mutacije su c¢eSce detektovane kod pacijenata zenskog pola (p<0,001), a dva najcesca tipa
mutacija (88%) bili su delecija egzona 19 i tackasta mutacija L858R u egzonu 21 za koje je
karakteristi¢no da pokazuju najvecu senzitivnost na TKI. Samo 12% pacijenata imalo je neki od retkih
tipova EGFR mutacija, kao sto su L861Q (2%),G719X (4%) i insercije (5,9%). Dva pacijenta bili su
dupli mutanti. Od svih analiziranih hematoloskih parametara koriste¢ci ROC vrednost iz nase studije
i iz literaturnih podataka pacijenti sa NLR>2,9 su ¢esc¢e imali znakove toksi¢nosti na primenu EGFR
TKI, narocito paronihiju (p=0.060) i dijareju (p=0,035). Pacijenti sa LMR<2,5 znacajno su manje
imali registrovanu paronihiju (p=0,031) i dijareju (0,007), dok su pacijenti sa PLR>190 imali cesce
paronihiju (p=0,058), dijareju (p=0,044) i hiperbilirubinemiju (p=0,077). Veéina pacijenata (84%) je
inicijalno ostvarila povoljan odgovor na terapiju u vidu stabilizacije bolesti (SD) ili parcijalne
regresije (PR). Samo 2 bolesnika imala su kompletnu regresiju bolesti. Nezeljeni efekti terapije
detektovani su kod 73 (72%) pacijenata leCenih sa TKI, dok je 97 % njih ispoljilo maksimalnu
toksi¢nost gradusa 2. Najces¢i nezeljeni efekti TKI bili su koZni ra§ (63%), paronihija (24%), dijareja
(33%), poremecaj parametara funkcije jetre (19%), ocna toksicnost (6%) i bubrezna slabost (4%). Ni
kod jednog pacijenta terapija TKI nije prekinuta u potpunosti usled razvoja nezeljenih efekata, niti je
registrovan gradus 4 toksi¢nosti. Naj¢eSc¢e su registrovani nezeljeni efekti gradusa 1 i 2, dok se gradus
3 koznog rasa ispoljio kod 4 pacijenta, paronihije kod 4 pacijenta, a skok transaminaza kod 5
pacijenta. U trenutku postavljanja dijagnoze bol je registrovan kod 41 (41 %) pacijenata i bio je
znaCajno povezan sa prisustvom metastaza (p<0.001). Analiza prisustva bola kod pacijenata sa
metastatskim lezijama na razli¢itim lokalizacijama pokazala je da je bol ¢eS¢e prisutan kod pacijenata
sa koStanim metastazama i metastazama u nadbubeznim Zzezdama. Razliciti tipovi EGFR mutacija
nisu bili zna¢ajno povezani sa prisustvom bola (p=0,351) kada je vrSeno poredenje najces¢ih EGFR
mutacija (egzon 19 delecija, L858R tackasta mutacija u egzonu 21) naspram retkih mutacija (L861Q,
G719X, egzon 20 insercija, S768l, dupli mutanti). Pacijenti koji su imali bol inicijalno leceni su
primenom analgetika i palijativne radijacione terapije u analgetske svrhe. Nakon 3 meseca od primene
EGFR TKI registrovano je da je kod 20% pacijenata doSlo do smanjenja nivoa bola u odnosu na
inicijalni nivo merenja (p=0,011), kao i da je registrovano statisticki zna¢ajno pobolj$anje nivoa bola
(p<0,001). Sest pacijenata koji imali bol su u meduvremenu razvili ovaj simptom usled progresije
bolesti uprkos primeni EGFR TKI. Kod 21 postignuta je adekvatna kontrola bola tokom primene
terapije EGFR TKI, iako je kod 17 pacijenata tokom pracenja registrovana progresija bolesti.
Pokazano je da su pacijenti ¢iji su tumori imali nize nivoe ekspresije IGF-1R i N-kadherina statisticki
znacajno imali duzi PFS u odnosu na pacijente sa visim nivoom ekspresije ovog gena (p<0.001).
Pacijenti sa nizim nivoom ekspresije IGF-1R i visim nivoima ekspresije E-kadherina statisticki
znacajno cesc¢e imali kompletan ili parcijalni odgovor na terapiju u odnos na pacijente sa visim
nivoom ekspresije ovog gena (p=0,04). Pokazana je statistiCki znacajna povezanost povisene
ekspresije IGF-1R sa pojavom rezistencije na EGFR TKI kod pacijenata (p<0,001). Takode je
pokazana statisticki znacajna povezanost izmedu povisene ekspresije N-kadherina sa pojavom
rezistencije na EGFR TKI kod pacijenata. Medutim, kod pacijenata sa snizenim nivoom ekspresije
E-kadherina pokazana je statistiCka povezanost sa pojavom rezistencije na terapiju EGFR TKI.
Zakljucak: Pacijenti zenskog pola imaju duzi PFS u poredenju sa pacijentima muskog pola i ¢esce
su ispoljavali toksi¢nost na primenu EGFR TKI. Pacijenti sa NLR>2,9 cesc¢e su imali znakove



toksi¢nosti na primenu EGFR TKI, narocito dijareju, pacijenti sa LMR<2,5 znac¢ajno rede imali
registrovanu paronihiju i dijareju, dok su pacijenti sa PLR>190 imali ¢esce i hiperbilirubinemiju.
Srednji PFS je bio znac¢ajno duzi kod pacijenata sa ¢estim mutacijama ex19del i L858R mutacijama
nego kod pacijenata sa redim mutacijama kao sto su ex20Ins, L861Q and G719X.-Pacijenti ¢iji su
tumori inicijalno imali nize nivoe ekspresije gena IGF-1R i N-kadherina imali su duzi PFS u odnosu
na pacijente sa visim nivoima ekspresije ovih gena. Pacijenti ¢iji su tumori inicijalno imali nize nivoe
ekspresije IGF-1R ¢esce su imali kompletan ili parcijalni odgovor na terapiju. Pacijenti sa povisenom
ekspresijom gena IGF-1R c¢es¢e su razvijali rezistenciju na terapiju EGFR TKI. Pacijenti sa
povisenom ekspresijom gena N-kadherin ¢esce su razvijali rezistenciju na terapiju EGFR TKI, dok
su pacijenti sa snizenom ekspresijom gena E-kadherin ¢escée razvijali rezistenciju na terapiju EGFR
TKI.

Kljuéne reci: adenokarcinom pluc¢a, EGFR, inhitibitori tirozin kinaza, rezistencija
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Assessment of clinical and genetic predictive factors in the effectiveness of tyrosine kinase inhibitor
therapy in patients with advanced lung adenocarcinoma

Introduction: Lung cancer has been a global public health problem for decades. In 2020, 2,206,771
people of both genders became were diagnosed with lung cancer in the world, and 1,796,144 died.
The five-year survival of patients with all types of lung cancer is very low (19%), despite the use of
targeted and immunotherapy, while in patients with EGFR-positive non-small cell lung cancer
(NSCLC), five-year survival is slightly better (5% - 50%). Epidermal growth factor receptor (EGFR)
tyrosine kinase (TKI) inhibitor therapy is the first line in the treatment of patients with advanced
EGFR mutated NSCLC. Although it is more effective than chemotherapy, most patients develop
resistance after 9-11 months. The are different mechanisms of resistance to EGFR TKI and
understanding of them is crucial in deciding on the best therapy, assessing response to therapy and
developing new drugs.

Aim: To assess the demographic characteristics of patients and the characteristics of tumors as
predictive factors for the effectiveness of EGFR TKI therapy in patients with advanced EGFR
mutated adenocarcinoma of the lung (correlation with overall survival (OS), progression free survival
(PFS), toxicity and cancer pain). Assessment of the type and prevalence of mutations in the EGFR
gene as predictive factors of EGFR TKI therapy in patients with advanced EGFR mutated lung
adenocarcinoma (correlation with OS, PFS, resistance, toxicity and cancer pain). Assessment of IGF-
1R, E-cadherin, N-cadherin and occluding gene expression levels as predictive factors of EGFR TKI
therapy in patients with advanced EGFR mutated NSCLC (correlation with OS, PFS, resistance,
toxicity and cancer pain).

Methodology: The research was conducted in the period from 2013 to 2021. in a group of 101
patients with advanced lung adenocarcinoma (clinical stage Illb and 1V, performance status O, 1 or
2) in whom the presence of mutations in the EGFR gene was confirmed and who were treated or are
still on tyrosine kinase inhibitor therapy at the Institute for Oncology and Radiology of Serbia. The
diagnosis of advanced lung adenocarcinoma was made in accordance with the criteria of the eighth
edition of the International Association for Lung Cancer Research (IASLC). Patients were treated
with first generation EGFR inhibitors of tyrosine kinases in first line of therapy to progression or
unacceptable toxicity. Demographic data (sex and age of patients), clinical manifestations of the
disease, smoking status, performance status, TNM stage of the disease at diagnosis, tumor grade,
localization of initial metastases, comorbidities, hematological parameters, presence of pain at
diagnosis and during therapy, EGFR type were analyzed. mutations, length of TKI use, response to
therapy (SD - disease stabilization, PR - partial regression, CR - complete regression, PD - disease
progression), progression-free survival (PFS), overall survival. Overal survival, OS, TKI toxicity and
resistance to therapy. Toxicity on TKI was assessed according to the criteria of version 5.0 of the
CTCAE - Common Terminology Criteria for Adverse Events. The presence of pain at diagnosis and
during therapy was reported using Pain - Related Patient - Reported Outcomes. Patients had their
blood taken before starting TKI, and the results of a complete blood count with a leukocyte formula
were obtained from the patient's electronic medical records. Haematological parameters were
analyzed: ratio of neutrophils and lymphocytes (NLR), platelets and lymphocytes (PLR), platelets
and monocytes (PMR), lymphocytes and monocytes (LMR) and neutrophils and monocytes (NMR).

The level of pain was assessed using two methods - numerical scale for pain assessment (NRS) and
verbal descriptive scale (VDS) before starting therapy with tyrosine kinase inhibitors, as well as
during the use of these drugs.

DNA and RNA were isolated from paraffin molds. A mutation in the EGFR gene (exons 18-21) was
analyzed from DNA, and the expression of the IGF-1R, N-cadherin, E-cadherin, and occludin genes
was analyzed from RNA. The expression level of the mRNA of the IGF-1R, N-cadherin, E-cadherin
and occludin genes was analyzed by real-time quantitative PCR (QRT-PCR).



Results: The average age of our patients was 61.7 (£ 11.1) years, more than half of the patients were
female (65.3%). The largest number of patients (81.1%) was initially in good general condition -
ECOG 1, while half of the group consisted of smokers (48.5). The majority of patients in our study
were diagnosed in the metastatic stage of the disease (91%). The median overall patient survival in
our study was 21 months (15.2-26.7 CI 95%). The median PFS in the whole group was 10 months
(7.4-12.5 CI 95%). Female patients had longer PFS compared to male patients with achieved
statistical significance. The mean PFS was significantly longer in patients with ex19del and L858R
mutations than in patients with rarer mutations such as ex20Ins, L861Q. EGFR mutations were more
frequently detected in female patients (p <0.001), and the two most common types of mutations (88%)
were exon 19 deletion and L858R point mutation in exon 21, which are characterized by the highest
sensitivity to TKI. Only 12% of patients had some of the rare types of EGFR mutations, such as
L861Q (2%), G719X (4%) and insertions (5.9%). Two patients were double mutants. Of all the
analyzed hematological parameters using the ROC value from our study and from the literature,
patients with NLR> 2.9 were more likely to have signs of toxicity to EGFR TKI, especially
paronychia (p = 0.060) and diarrhea (p = 0.035). Patients with LMR <2.5 had significantly less
registered paronychia (p = 0.031) and diarrhea (0.007), while patients with PLR> 190 had more
frequent paronychia (p = 0.058), diarrhea (p = 0.044) and hyperbilirubinemia (p = 0.044). = 0.077).
The majority of patients (84%) initially achieved a favorable response to therapy in the form of
disease stabilization (SD) or partial regression (PR). Only 2 patients had complete disease regression.
Side effects of therapy were detected in 73 (72%) patients treated with TKI, while 97% of them
showed maximum toxicity of grade 2. The most common side effects of TKI were skin rash (63%),
paronychia (24%), diarrhea (33%). ), impaired liver function parameters (19%), ocular toxicity (6%)
and renal failure (4%). In none of the patients was TKI therapy completely discontinued due to the
development of side effects, nor was a toxicity grade 4 registered. The most common side effects
were grade 1 and 2, while grade 3 skin rash occurred in 4 patients, paronychia in 4 patients, and
transaminase spikes in 5 patients. At the time of diagnosis, pain was registered in 41 (41%) patients
and was significantly associated with the presence of metastases (p <0.001). Analysis of the presence
of pain in patients with metastatic lesions at different localizations showed that pain is more common
in patients with bone metastases and metastases in the adrenal glands. Different types of EGFR
mutations were not significantly associated with the presence of pain (p = 0.351) when comparing
the most common EGFR mutations (exon 19 deletions, L858R point mutation in exon 21) versus rare
mutations (L861Q, G719X, exon 20 insertions, S768l, double mutants). Patients who had pain were
initially treated with analgesics and palliative radiation therapy for analgesic purposes. After 3 months
from the application of EGFR TKI, it was registered that in 20% of patients there was a decrease in
pain levels compared to the initial level of measurement (p = 0.011), and that a statistically significant
improvement in pain levels was registered (p <0.001). Six patients who had pain in the meantime
developed this symptom due to disease progression despite the use of EGFR TKI. Adequate pain
control was achieved in 21 patients during EGFR TKI therapy, although disease progression was
registered in 17 patients during follow-up. It was shown that patients whose tumors had lower levels
of IGF-1R and N-cadherin expression had statistically significantly longer PFS compared to patients
with higher levels of expression of this gene (p <0.001). Patients with lower levels of IGF-1R
expression and higher levels of E-cadherin expression were statistically significantly more likely to
have a complete or partial response to therapy compared to patients with higher levels of expression
of this gene (p = 0.04). There was a statistically significant association between elevated IGF-1R
expression and the occurrence of EGFR TKI resistance in patients (p <0.001). There was also a
statistically significant association between increased N-cadherin expression and the occurrence of
EGFR TKI resistance in patients. However, in patients with reduced levels of E-cadherin expression,
a statistical association was shown with the occurrence of resistance to EGFR TKI therapy.

Conclusion: Female patients have longer PFS compared to male patients and were more likely to
show toxicity to EGFR TKI. Patients with NLR> 2.9 were more likely to show signs of EGFR TKI



toxicity, especially diarrhea, patients with LMR <2.5 were significantly less likely to have registered
paronychia and diarrhea, while patients with PLR> 190 were more likely to have hyperbilirubinemia.
The mean PFS was significantly longer in patients with frequent ex19del mutations and L858R
mutations than in patients with rarer mutations such as ex20Ins, L861Q and G719X. Patients whose
tumors initially had lower levels of IGF-1R and N-cadherin gene expression had longer PFS
compared to patients with higher levels of expression of these genes. Patients whose tumors initially
had lower levels of IGF-1R expression were more likely to have a complete or partial response to
therapy. Patients with increased IGF-1R gene expression were more likely to develop resistance to
EGFR TKI therapy. Patients with increased N-cadherin gene expression were more likely to develop
resistance to EGFR TKI therapy, while patients with decreased E-cadherin gene expression were
more likely to develop resistance to EGFR TKI therapy.

Key words: lung adenocarcinoma, EGFR, tyrosine kinase inhibitors, resistance
Scientific field: Medicine
Specific scientific field: Pharmacology / oncology
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1. UvOD

1.1 EPIDEMIOLOGIJA KARCINOMA PLUCA

Karcinom pluca predstavlja globalni javno zdravstveni problem uprkos naporima koji su usmereni ka
smanjenju i prekidu pusenja duvana, ranom otkrivanju ove bolesti, razvoju minimalno invazivne
dijagnostike i terapije, kao i primeni novih terapijskih modaliteta. Od karcinoma pluca je u 2020.
godini obolelo 2 206 771 osoba oba pola, a umrlo 1 796 144 (1). Petogodi$nje prezivljavanje
pacijenata obolelih od svih tipova karcinoma plu¢a veoma je nisko (19%) i pored uvodenja ciljane i
imunoterapije u lecenje (1).

Kod pacijenata koji boluju od EGFR pozitivnog nesitnocelijskog karcinoma pluc¢a, kao 1 kod onih sa
ostalim mutacijama za koje postoji ciljana terapija, petogodi$nje prezivljavanje je nesto bolje i iznosi
5% - 50% (2).

Najveca incidencija oboljevanja od karcinoma pluc¢a kod muskaraca prisutna je u Isto¢noj Aziji (Kina,
Japan, Republika Koreja) i u Istocnoj Evropi sa najve¢om starosno standardizovanom stopom (ASR)
od 77,4 na 100 000 musSkaraca u Madarskoj (2). Medu zenskom populacijom karcinom pluca
predstavlja vode¢i uzro¢nik smrti od maligniteta u 28 zemalja u svetu (2).

Porast petogodi$njeg prezivljavanja obolelih od nesitnocelijskog karcinoma pluca sa 18% na 25%
prvi put je posle mnogo vremena zabelezen u Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD) u periodu
od 2009. do 2015. godine (3) uz istovremeni blagi pad u oboljevanju u muskoj populaciji staroj
uzrasta od 35 do 64 godine. Medutim, COVID-19 pandemija dovela je do novih izazova u dijagnostici
1 leenju pacijenata sa malignim bolestima zato §to su zdravstveni sistemi u ¢itavom svetu bili u
potpunosti usmereni prema leéenju pacijenata obolelih od COVID-19, s§to je dovelo do
dijagnostikovanja karcinoma pluc¢a i drugih maligniteta u uznapredovalim stadijumima sa mnogo
tezom klinickom slikom. Pravi uticaj pandemije COVID-19 virusom na epidemiologiju i prognozu
malignih bolesti bice jasniji nakon duzeg pracenja obolelih od maligniteta, a pretpostavke su da ¢e
dovesti do pada incidencije i porasta mortalieta (1).

NaSa zemlja takode belezi dramatiCan porast u oboljevanju i umiranju od karcinoma pluca u
poslednjoj deceniji. Prema izvestaju SZO u 2020. godini je od karcinoma pluca u Srbiji obolelo 8048
osoba oba pola (16,4 % svih maligniteta), od ¢ega 5409 (21,2 %) muskaraca i1 2639 (11,2 %) Zena,
Sto ukazuje na dalji trend porasta broja obolelih i umrlih (1). Srbija je po oboljevanju karcinoma pluca
na 18. mestu u Evropi, ali po umiranju na nezavidnom 2. mestu odmah posle Madarske. Karcinom
pluca i u nasoj zemlji kod muSkaraca predstavlja najcesce dijagnostikovan maligni tumor sa najvecim
mortalitetom ispred karcinoma kolorektuma i prostate. Kod Zena je karcinom bronha 1 pluca je drugi
po ucestalosti uzrok obolevanja od malignih bolesti posle karcinoma dojke, a prvi po ucestalosti uzrok
umiranja (4). U Srbiji je u 2020. godini od karcinoma bronha i plu¢a umrlo ¢ak 7084 osoba, §to ¢ini
40% svih smrti od malignih bolesti u 2020. Godini (slika 1) (5). Prema podacima Medunarodne
agencije za istrazivanje karcinoma (IACR) iz 2020. godine starosno standardizovana stopa (ASR)
pojave karcinoma pluca u Srbiji je 47,3 na 100 000 Sto nasu zemlju svrstava u grupu zemalja sa
visokim rizikom od umiranja i obolevanja od malignih bolesti (6). Ovi rezultati najverovatnije su
posledica kombinovanog efekta rasirene upotrebe duvana, vrlo niskih troskova duvana, odsustva
nacionalnog skrining programa za karcinom pluca i ograni¢ene dostuposti lekova.
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22589 (46.1%) 6724 (13.7%)
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Slika 1. Prikaz epidemiologije karcinoma pluc¢a u Srbiji u 2020. godini

Izvor Globocan 2020. Preuzeto iz https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/populations/688-serbia-
fact-sheets.pdf



1.2 ETIOPATOGENEZA KARCINOMA PLUCA

Postoji veliki broj poznatih faktora rizika za nastanak karcinoma pluca. Najznacajniji je pusenje
duvana (2), zato $to u duvanskom dimu postoje karcinogeni kao $to su nitrozamini, benzopiren diol
epoksid 1 drugi (8). Najveci broj obolelih od karcinoma pluc¢a su pusaci (85-90%) (8). Broj popusSenih
cigareta i duzina puSackog staza su najbitniji parametri za procenu rizika za nastanak ovog oboljenja

@8).

Od posledica pusenja duvana u 20. veku prevremeno je umrlo 100 miliona ljudi uglavnom u zemljama
sa visokim prihodom po stanovniku, a procenjuje se da ¢e u 21. veku prevremeno umreti ¢ak 1 bilion
ljudi ukoliko se nastavi sadasnji trend pusSenja duvana i1 to veéinom u srednje razvijenim i
nerazvijenim zemljama (9). U Srbiji cigarete pusi vise od treéine stanovnistva (oko 37% muskaraca
131,6% zena) (10). Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije u nasoj zemlji u 2016. godini
je bilo 2,5 miliona puSaca, a smatra se da ¢e u buduc¢nosti njih 1,2 miliona prevremeno imati smrtni
ishod (11).

Elektronske cigarete su u poslednjoj deceniji dobile na popularnosti kao alternativa klasi¢nim
cigaretama narocito kod pusaca, iako ne postoje jasni dokazi da su elektronske cigarete efikasne u
odvikavanju od pusenja duvana. One ne sadrze duvan, ali sadrze derivate nikotina (nitrozononikotin,
nitrozamin keton) koji izaziva zavisnost kao i razne druge toksi¢ne supstance u tenom agregatnom
stanju kao Sto su propilen glikol, biljni glicerin, akrolein, acetaldehid i formaldehid koji tokom
kompleksnog procesa prolize koji se deSava u uredaju za elektronsko pusnje mogu postati potencijalni
onkogeni, ili su ve¢ poznati onkogeni kao aldehidi. Dugoro¢ni efekat koriS¢enja elektronskih cigareta
na ljude jo§ uvek nije poznat, obzirom da toksikolosko ispitivanje pre stupanja ovog proizvoda na
trziSte nije ucinjeno (12). Takode, pojedinacan efekat elektronskih cigareta na zdravlje je tesko
proceniti obzirom da elektronske cigarete naj¢eS¢e koriste aktivni pusaci koji pokuSavaju da se
odviknu od pusenja cigareta ili pak bivsi pusaci. Postoje podaci da koris¢enje elektronskih cigareta
kod miSeva izaziva pojavu adenokarcinoma pluca i urotelijalne hiperplazije mokra¢ne besike (13),
ali jasni dokazi o tome da li su elektronske cigarete faktor rizika za nastanak karcinoma plué¢a kod
ljudi ne postoje.

Osobe koje puSe tompus 1 lulu takode imaju povecan rizik od nastanka karcinoma pluca, ali je rizik 1
dalje manji u odnosu na osobe koje konzumiraju cigarette (14). Rizik od nastanka karcinoma pluca
kod osoba koje puSe marihuanu i kokain 1 dalje je nerazjaSnjen.

U poslednje vreme sve ¢eS¢e se govori o pojavi karcinoma pluca kod nepuSaca, pa duvan nije jedini
uzro¢nik ove bolesti. Karcinom plu¢a je ova multifaktorijalna bolest i nastaje kao posledica
sinergistickog dejstva razlil¢itih faktora rizika. Drugi poznati mogu¢i karcinogeni su azbest, radon,
arsen, hrom, berilijum, nikl, kadmijum, ¢ad, zagadenost vazduha, ingestija beta karotena, policikli¢ni
ugljovodonici, azotni oksidi, insekticidi, herbicidi i drugi (3, 15, 16). Hroni¢na opstruktivna bolest
plu¢a (HOBP), idiopatska pulmonarna fibroza, tuberkuloza, sindrom stecene imunodeficijencije
(AIDS), tuberkuloza, alfa-1 antitripsin deficijencija, prethodna radijaciona terapija grudnog kosa,
hemioterapija, Zuta rasa, pozitivna porodi¢na i liéna anamneza na malignitete takode predstavljaju
nezavisne faktore rizika za nastanak karcinoma pluca (3, 16).

Osobe koje su u prvom stepenu srodstva sa obolelim od karcinoma pluca su u poviSenom riziku za
nastanak ovog malignog tumora, §to je naro€ito izraZzeno u porodicama sa obolelim u nekoliko
generacijai kod pojave ovog maligniteta u mladem zivotnom dobu (17). Ostali genetski faktori i dalje
nisu dovoljno istrazeni, ali postoje podaci iz nekoliko studija koji ukazaju na to da su pacijenti sa
odredenim genskim lokusima podloZniji nastanku karcinoma pluca, kao §to su CHRNA3, CHRNAS,
TERT, BRCA2, CHECK2 i HLA lokus (18). Zna se da osobe kod kojih je registrovana delecija
hromozoma 3p, 5q, 9p, 11p i 17p kao i mutacija p53 usled kumulativnog efekta ovih mutacija mogu
razviti karcinom pluca (19).



1.3 PRIMARNA PREVENCIJA | SKRINING KARCINOMA PLUCA

1.3.1 Prestanak puSenja

Prestanak pusenja jedna je od najefikasnijih mera smanjenja rizika od nastanka ove maligne bolesti.
Pokazano je da dugogodis$nji pusaci u odnosu na nepusace imaju 10-30 puta veci rizik da tokom
zivota obole od karcinoma pluca, dok je rizik kod osoba koje zive sa puSaem (tzv. pasivni pusaci)
veéi za 20-30% (3). SZO je 2003. godine usvojila Konvenciju o kontroli pusenja duvana koja
podrazumeva podizanje cena duvana i poreza na duvan, kao i prisustvo poruka upozorenja na
pakovanjima cigareta. U nasoj zemlji se prevalencija puSenja moze znacajno smanjiti u narednih 15
godina ukoliko se primene mere SZO koje podrazumevaju porast poreza na duvan sa 61% na 75%,
Smanjenje broja puSaca medu mladima, uvodenje novih zakona i njihovo pravilno sprovodenje,
intenzivna kampanja protiv puSenja preko sredstava javnog obracanja, kao i sprecavanje reklamiranja,
promocija i sponzorisanja cigareta uz ukljuéivanje slikovnih zdravstvenih upozorenja na duvanskim
proizvodima uz intenzivnu promociju programa prestanka puSenja (4, 5). Za odvikavanje od nikotina
mogu se koristiti nikotinski flasteri, lozenge, zvaka¢e gume, inhalatori, nazalni sprej, a od lekova
bupropion i varenciklin (3).

1.3.2 Smanjenje puSenja
Kod osoba kod kojih nije moguce posti¢i potpuni prekid pusSenja i smanjenje broja cigareta moze
dovesti do odredenih benefita obzirom na kumulativni efekat pusenja duvana.

1.3.3 Sekundarna prevencija (skrining) karcinoma pluéa

Primena niskodozne kompjuterizovane tomografije (LDCT) za skrining karcinoma pluca dovela je
do pada mortaliteta od ove bolesti. Direktni efekat sprovodenja programa ranog otkrivanja karcinoma
pluéa je dijagnostikovanje pacijenata u ranom stadijumu bolesti kada je moguée sprovesti hirur§ko
lecenje (10). U nasoj zemlji ne postoji nacionalni program za skrining karcinoma pluéa, niti se on
izvodi u okvirima klini¢ke studije, pa je neophodno njegovo uvodenje primenom LDCT u
svakodnevnu klini¢ku praksu.

Rendgen grudnog kosa, analiza sputuma, biomarkeri, pozitron emisiona tomografija (PET) se ne
preporu¢uju kao pouzdane metode skrininga Karcinoma pluéa. Stetni efekti primene LDCT-a su lazno
pozitivni rezulati zbog kojih je potrebno izvodenje invazivne dijagnostike i izlaganje potencijalno
karcinogenim dozama zrac¢enja tokom dugoro¢nog pracenja pacijenata.

Prema najnovijim preporukama evropskog Udruzenja medikalnih onkolog, LDCT se preporucuje za
skrining karcinoma pluc¢a kod osoba kod kojih postoji visok rizik za pojavu ovog maligniteta (7).
Potencijalni kandidati za skrining su osobe starosti od 55 do 74 godine, aktuelni ili bivsi teSki pusaci
(> 30 paklica-godina ili < 15 godina od prestanka pusenja) (8, 11). U najnovijm smernicama Radne
grupe za prevenciju Sjedinjenih Americ¢kih Drzava (U.S. Preventive Services Task Force) (mart 2021.
godine) ciljna grupa za skrining karcinoma pluc¢a, primena LDCT prosirena je na osobe starosti od
50 do 80 godina koji su aktuelni puSaci, prestali sa pusenjem u poslednjih 15 godina ili puse viSe od
20 paklica-godina (10).

1.4 KLINICKA PREZENTACIJA KARCINOMA PLUCA I KANCERSKI BOL

Zbog odsustva simptoma u ranoj fazi bolesti najveci broj pacijenata sa karcinomom pluca se u Srbiji,
ali 1 svetu dijagnostikuje u odmaklom stadijumu kada je moguce primeniti samo palijativne metode
lecenja. Oko 10% pacijenata koji boluju od karcinoma bronha i plu¢a nema simptome i kod njih se
karcinom pluca otkriva slu¢ajno razli¢itim radioloskim metodama kao $to je radiografija pluc¢a (12).

Najveci broj pacijenata sa karcinomom pluca (oko 90%) ima jedan ili viSe simptoma koji mogu biti
opsti ili lokalni - specifi¢ni. Simptomi koji se javljaju kod pacijenata mogu nastati usled prisustva
primarnog tumora na plu¢ima, intratorakalnog ili ekstratorakalnog Sirenja malignog procesa ili mogu
nastati kao posledica paraneoplasti¢nog sindroma (5).



Najces¢i simptom kod pacijenata sa karcinomom pluca koji se javlja kod 50-75% pacijenata je kasalj.
Cesti simptomi zbog kog se oboleli javljaju lekaru su otezano disanje (20-45%), hemoptizije, bol
(38%) i promuklost (13). Opsti simptomi kao $to su slabost, malaksalost, gubitak apetita, gubitak u
telesnoj masi, rekurentne respiratorne infekcije 1 febrilnost su cesto udruzeni sa lokalnim
simptomima. Petogodisnja stopa prezivljavanja visa je kod pacijenata kod kojih su prisutni opsti
simptomi (18%) u odnosu na lokalne simptome (12%) (tabela 1).

Tabela 1. Simptomi i znakovi karcinoma pluca usled lokalnog efekta bolesti

Simptomi karcinoma pluéa usled prisustva
primarnog tumora

Znakovi karcinoma pluca usled prisustva
primarnog tumora

kasalj snizeni disajni zvukovi i dispnea
dispnea snizeni sréani tonovi i uvecana sré¢ana
senka
hemoptizije disfagija

gubitak apetita

elevirana hemidijafragma

gubitak telesne mase

promuklost

bol u grudima ili rebrima

pleuriti¢ni bol u grudima

slabost i malaksalost

ptoza, mioza, facijalna anhidroza

baticasti prsti

bol u ramenu i gubitak misiéne mase u

nivou C8-T3 nervnog korena

C8-T3 — od osmog vervikalnog prsljenja do osmog torakalnog prsljena

Usled regionalnog Sirenja bolesti nesitnocelijski karcinom pluéa moze se prezentovati pojavom
pleuralnog zadebljanja ili malignog pleuralnog izliva u oko 20% bolesnika (15). Mogu biti prisutni i
znaci sindroma gornje Suplje vene (SVC) koji se manifestuju pojavom edema i pletore lica uz
dilatirane vene vrata i naglasen venski crtez na grudnom kosu. SVC najcesce nastaje usled opstrukcije
gornje Suplje vene malignim tumorom. Pancoast sindrom nastaje zbog rasta tumora pluca u gornjem
sulkusu prvog rebra i karakteriSe se pojavom Hornerovog sindroma (ptoza, mioza i anhidroza), bolom
u ramenu i atrofijom misSica Sake.

Ekstratorakalne metastaze kod NSCLC najcesce su prisutne na kostima, mozgu, jetri i nadbubreznim
7ezdama. Metastaze na kostima kod NSCLC su prisutne kod oko petine bolesnika. Ceiée su
osteoklasti¢ne od osteoblasticnih metastaza i na njih se sumnja kada se pacijent Zali na lokalizovani
bol u kostima koji je ¢esto pracen povisenim vrednostima alkalne fosfataze (ALP) 1 kalcijuma (Ca).
Indikacija za sprovodenje palijativne radioterapije je prisustvo osteoklasticnih metastaza na kostima
koje se prezentuju bolom. Metastaze na jetri najéeS¢e nisu simptomatske, osim kad su multiple i
velikog dijametra usled cCega se prezentuju bolom ispod desnog rebarnog luka, a kada su
asimptomatske najcesée se uocavaju na CT-u ili se sumnja na njih postavlja nakon registrovanih
povisenih vrednosti jetrinih enzima u laboratorijskim vrednostima (AST, ALT, gama GT, ukupni i
direktni blirubin). Metastaze u CNS-u mogu se prezentovati fokalnim neuroloskim simptomima, kao
i simptomima povisenog intrakranijalnog pritiska kao $to su muénina, povracanje i glavobolja,
epileptickim napadom, konfuzijom, komom ili promenama mentalnog statusa kao §to je delirijum.
Metastaze na nadbubreznim zlezdama su uglavnom asimptomatske, dok se metastatski uvecane
supraklavikularne i cervikalne limfni ¢vorovi najéesée mogu palpirati (tabela 2).

Tabela 2. Simptomi i znakovi karcinoma pluca usled udaljenih metastaza

Jetra Slabost, gubitak apetita, gubitak telesne mase, hepatomegalija




Kosti Bol, prelom, povisena alkalna fosfataza

Limfni ¢vorovi Limfadenopatija

Mozak Glavobolja, epiliepticki napadi, mucnina i povracanje, promena
mentalnog statusa

NadbubreZne Zlezde Adrenalna insuficijencija

Koza Subkutani nodusi

Simptomi i znakovi paraneoplasticnog sindroma prisutni su kod oko 10% pacijenata, ¢esce se javljaju
kod mikrocelularnog karcinoma pluca. Pod paraneoplasticnim sindromom podrazumevamo grupu
klinickih poremecaja koji nisu posledica direktne invazije i opstrukcije tumora, kao ni metastatske
bolesti, ali nastaju usled prisustva malignog procesa u organizmu (14). Paraneoplasti¢ni sindromi koji
su udruzeni sa NSCLC su hiperkalcemija, sindrom neadekvatne sekrecije antidiuretskog hormona
(SIADH), neuroloski poremecaji, hipertroficka osteoartropatija, dermatomiozitis, polimiozitisi
Kusingov sindrom (tabela 3).

Tabela 3. Paraneoplasti¢ni sindromi udruzeni sa karcinomom pluca

Sistemski - anoreksija, kaheksija, gubitak telesne mase, slabost i malaksalost, febrilnost

Baticasti prsti cesce se javljaju kod NSCLC

Hiperkalcemija ektopi¢na produkcija PTHrp

Hiponatrijemija sindrom neadekvatne sekrecije antidiuretskog hormona
(SIADH) ili ektopicka produkcija ANP

Paraneoplasti¢ni encefalitis promene mentalnog stanja

KuSingov sindrom ektopicka produkcija adrenokortikotropnog (ACTH)

hormona
Hipertrofi¢na osteoartropatija Trijada batiCasti prsti, artralgija i osificirajuci periostitis
MiSi¢na slabost Lambert-Eaton mijastenicki sindrom

NSCLC — nesitnocelijski karcinom pluc¢a; PTHrp — paratiroidnom hormone srodan protein; SIADH
— sindrom neadekvatnog lu¢enja antidiuretskog hormona; ANP- atriumski natriuretski peptid; ACTH
- adrenokortikotropni hormon

1.4.1 Kancerski bol

Bol je neprijatno senzorno i emocionalno iskustvo koje nastaje zbog aktuelnog ili potencijalnog
oStecenja tkiva 1 prisutan je kod viSe od polovine pacijenata sa karcinomom pluca. Dobro je poznato
da prisustvo ovog simptoma negativno utice na kvalitet Zivota pacijenata 1 duzinu prezivljavanja, pa
je adekvatna kauzalna i simptomatska terapija bola pacijenata sa karcinomom pluca od sustinskog
znacaja (15). Ovaj simptom se moze pojaviti usled direktnog rasta tumora, kao i u sklopu regionalnog
ili metastatskog Sirenja maligne bolesti (15). Metastaze u kostima predstavljaju jedno od najcescih
mesta metastatskog Sirenja LC. Javljaju se 1 kod pacijenata sa NSCLC koji imaju pisutne mutacije
receptora epidermalnog faktora rasta (EGFR), a prisustvo metastaza na kostima kod ovih pacijenata
obi¢no su povezane sa kra¢im prezivljavanjem. Druga dva Cesta uzroka bola kod pacijenata sa
karcinomom pluc¢a su pancoast tumor i zahvatanje struktura grudnog kosa (15).

1.5 DIJAGNOSTICKA EVALUACIJA

Plan za dijagnosticku evaluaciju pacijenta sa suspektnim karcinomom pluc¢a zavisi od simptoma i
indvidualnih karakteristika pacijenta (opSte stanje 1 komorbiditeti), veli¢ine 1 lokalizacije tumora,
stepena prosirenosti bolesti, tehnickih moguénosti i principa rada na nivou drzave i institucije (16).
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Postoje koraci koje je neophodno isposStovati kako bi se dobila tacna i precizna dijagnoza koja je
klju¢na u donosenju odluke o modalitetu leCenja koje ¢e se primeniti (tabela 5).

1.5.1 Anamneza i klinicki pregled

Prvi korak u evaluaciji pacijenta koji imaju simptome i znakove koji ukazuju na postojanje primarnog
malignog procesa na plu¢ima podrazumeva uzimanje anamneze i klinicki pregled. Detaljno uzeta
anamneza sa precizno opisanim karakterom i trajanjem tegoba je klju¢na u daljem planiranju
dijagnosticke obrade pacijenta. Klini¢ki pregled je od izuzetne koristi u dobijanju dodatnih
informacija radi otkrivanja metastaza. Poznavanje komorbiditeta neophodno je u proceni podobnosti
pacijenta za sprovodenje invazivne dijagnostike i primene specificnog onkoloskog leCenja, dok
podaci iz licne anamneze kao §to su sekundarni malignitet i pojava malignih u porodici mogu ukazati
na potrebu za sprovodenjem genetskog testiranja.

1.5.2 Procena opSteg stanja bolesnika

Opste stanje pacijenta se rangira na osnovu ECOG (Eastern Cooperation Oncology Group)
performans skora koji predstavlja skalu koja se koristi u proceni uticaja maligne bolesti na
funkcionalnost pacijenta i svakodnevne Zivotne aktivnosti, prognozu bolesti, procenu progresije
maligne bolesti kao i procenu podobnosti za sprovodenje specifi¢nog onkoloskog lecenja. Detaljan
prikaz ECOG pefrormans statusa nalazi se u Tabeli 4.

Tabela 4. ECOG performans skor
Gradus ECOG performans skor

0 Asimptomatski, potpuno aktivan, sposoban da obavlja sve aktivnosti kojima se
bavio pre bolesti, bez restrikcija

1 Simptomatski, ali potpuno pokretan pacijent, ograni¢en u sprovodenju napornih
fizickih aktivnosti, ali sposoban da obavlja poslove u sede¢em polozaju ili
poslove Kkoji nisu preterano zahtevni npr. lagane ku¢ne poslove, kancelarijske
poslove

2 Simptomatski, <50% vremena tokom dana provodi u krevetu, pokretan pacijent
koji je sposoban da se sam brine o sebi, ali je nesposoban izvrsavati bilo kakve
radne aktivnosti; nije vezan za krevet; > 50% budnog vremena nije ograni¢en na
krevet ili stolicu

3 Simptomatski, >50% vremena tokom dana provodi u krevetu, ali nije vezan za
krevet, sposoban da brine o sebi uz ogranicenja, provodi 50% ili vise budnog
vremena u krevetu ili stolici

4 Vezan za krevet, u potpuno neposoban da se brine o sebi, u potpunosti ogranicen
na krevet ili stolicu
5 Mrtav

ECOG PS — Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status

1.5.3 Laboratorijske analize

Krvna slika sa leukocitarnom formulom i biohemijski parametri u krvi su laboratorijske analize koje
se rutinski rade pri postavljanju dijagnoze malignog tumora i pre otpocinjanja onkoloske terapije.
Tumorski markeri kod karcinoma plu¢a nemaju klini¢kog znacaja te se ne preporuc¢uju u standarnoj
evaluaciji pacijenta. Na osnovu krvne slike sa leukocitarnom formulom i ostalih hematoloskih
parametara moguce je izvrSiti inicijalnu procenu inflamatornog statusa pacijenta. Parametre funkcije
bubrega (urea, kreatinin), jetre (AST, ALT, GGT, ukupni i direktni bilurbin) i kostiju (ALP) je
nephodno raditi pri postavljanju dijagnoze maligne bolesti radi procene funkcije navedenih organa i
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u proceni prosirenosti bolesti. Ovi parametri su takode znacajni pre otpocinjanja bilo koje onkoloske
terapije. Pored navedenih analiza, savetuje se i provera vrednosti elektrolita, narocito kalcijuma, jer
se poviSene vrednosti serumskog kalcijuma Cesto registruju kod pacijenata sa malignitetom i mogu
ukazati na postojanje metastaza na kostima ili biti posledica parancoplasti¢nog sindroma (PTHrp).

1.5.4 Kardio-pulmonalna funkcija

Procena kardio-pulmonalne funkcije narocito je bitna u planiranju hirurskog lecenja karcinoma pluca
u vidu lobektomije ili pneumonektomije, kao i pre sprovodenja invazivne dijagnostike. Kod
pacijenata kod kojih se planira primena potencijalno kardiotoksi¢ne onkoloske terapije potrebna je
procena srcane funkcije ehokardiografskim pregledom sa odredivanjem ejekcione frakcije (EF), dok
se koronarografija i/ili test optereCenjem mogu savetovati kod pacijenata kod kojih prethodno postoji
dokazana koronarna bolest ili kod kojih se sumnja na postojanje iste (5).

Spirometrija i difuzioni kapacitet su kljucni u proceni preoperativnog rizika a parametri od najveceg
znacaja su FEV1 1 DLCO. Prema algoritmu Americal College of Chest Physician (ACCP), ukoliko
su vrednosti FEV1 i DLCO > 80 nije potrebna dalja dijagnostika i smatra se da pacijent spada u grupu
sa malim rizikom od nastanka postoperativnih komplikacija (5). Ukoliko je vrednost FEV1 i DLCO
< 80 potrebno je pacijenta uputiti na dalju dijagnosti¢ku evaluaciju kako bi se izvrSila procena
postoperativne funkcije plu¢a (PPO) ili pacijenta uputiti na kardiopulmonarni test optere¢enjem (5).

1.5.5 Neinvazivne dijagnosti¢ke metode

1.5.5.1 Radiografija pluéa

Cesto predstavlja prvu radiolosku metodu koja se radi kod pacijenata kod kojih se sumnja na
postojanje karcinoma pluca zbog relativno niske cene i Siroke dostupnosti rendgenskog aparata.
Obzirom da radiografijom pluca nije moguce precizno odrediti karakteristike primarnog tumora kao
ni stadijum bolesti neophodna je sprovesti dalju dijagnosticku obradu.

Tabela 5. Dijagnosti¢ke procedure kod pacijenata u otkrivanju karcinoma pluca

Anamneza

OpSte stanje pacijenta Fizikalni pregled

Komorbiditeti
ECOG PS?
Krvna slika

Laboratorijske analize Biohemijske analize
(parametri funkcije jetre, bubrega i kostiju)

Spirometrija - FVC®, FEV1¢, DLCO!
Kardio-pulmonalna funkcija EKG®

Test opterecenjem

opciono u slucaju indikacija Ehokardiografija srca sa EF'

Koronarna angiografija

Radioloska dijagnostika Radiografija pluca

CT grudnog kosa’®




PET-CT"

Magnetna rezonanca mozga

opciono u sluc¢aju indikacija Scintigrafija skeleta

CT mozga sa kontrastom

Invazivni dijagnosti¢ki postupci Bronhoskopija
EBUS/EUS medijastinalnih limfnih &vorova '
CT-vodena biopsija

Transtorakalna iglena biopsija pluc¢a
opciono u slucaju indikacija Cervikalna medijastinoskopija
VATS

2ECOG PS — Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status; ® FVC — forsirani vitalni
kapacitet; ¢ FEV1 — forsirani ekspiratorni volumen u prvoj sekundi; ¢ DLCO — difuzioni kapacitet za
ugljen monoksid; ¢ EKG — elektrokardiografija; T EF - ejekciona frakcija; 9 CT - kompjuterizovana
tomografija; " PET-CT - Pozitron emisiona tomografija kompjuterizovana tomografija; ' EBUS —
endobrohijalni ultrazvuk, EUS - endoezofagealni ultrazvuk.

Tabela pripremljena u skladu sa ESMO preporukama iz 2021. godine za rani i lokalni uznapredovali
karcinom pluca (15)

1.5.5.2 CT grudnog kosa

Kompjuterizovana tomografija (CT) grudnog kosa je neinvazivna radioloska procedura koja se
preporucuje kod svih pacijenata kod kojih se sumnja na postojanje primarnog malignog procesa na
plu¢ima (17). Uz prikaz struktura grudnog kosa neophodno je prikazati i strukture gornjeg dela
abdomena, pre svega jetre 1 nadbubreznih Zlezdiu u svrhu otkrivanja potencijalnih metastaza (18).
Prilikom snimanja preporucuje se kori$¢enje intravenskog kontrastnog sredstva radi diferenciranja
vaskularnih struktura od primarnog tumora ili uve¢anih metastatskih limfnih ¢vorova. Na osnovu CT
snimka grudnog koSa i gornjeg sprata abdomena moguce je proceniti veli¢inu primarnog tumora (T),
stepen zahvacenosti limfnih ¢vorova (N) 1 postojanje potencijalnih metastaza (M) ¢ime se inicijalno
moze utvrditi klini¢ki stadijum bolesti i planirati dalja dijagnosticka evaluacija (18).

1553 PET-CT

Smernice Evropskog udruzenja za medicinsku onkologiju (ESMO) i Ameri¢kog drustva za klini¢ku
onkologiju (ASCO) iz 2021. godine navode da je potrebno razmotriti primenu pozitron emisione
tomografije integrisane sa kompjuterizovanom tomografijom (PET-CT) kod pacijenata sa
uznapredovalim karcinomom pluca (15, 24). Kod ovih pacijenata PET-CT moze biti koristan u
diferencijaciji malignih lezija od benignih na nadbubreznim Zlezdama, jetri i kostima (36, 37).

1.5.5.4 Dodatna dijagnostika u metastatskoj bolesti

Scintigrafija skeleta, CT mozga sa kontrastom ili MRI mozga najcesce se ne rade rutinski ve¢ kod
pacijenata sa prisutinim suspektnim simptomima (bol u kostima, mucnina, povracanje, glavobolja
itd.), kao i kod onih sa odstupanjima u klinicCkom pregledu i abnormalnostima u laboratorijskim
analizama.



1.5.6 Minimalno-invazivni dijagnosti¢ki postupci

1.5.6.1 Bronhoskopija

Predstavlja minimalno invazivnu proceduru koja se koristi u dijagnostikovanju karcinoma pluca, ali
I u terapijske svrhe. Bronhoskopija se koristi za uzmanje uzorka tkiva pucéa kod suspektnih centralno
pozicioniranih velikih lezija na plu¢ima koje su prethodno uocene na CT snimku grudnog kosa ili
rendgenskom snimku pluca. Moze se koristiti 1 kod lezija koje vrSe opstrukciju disajnih puteva.
Bronhoskopski se moze vrsiti ispiranje bronhija (lavaza), bronhijalno ¢etkanje, kao 1 endobronhijalna
I transbronhijalna biopsija (23). Sprovodi se u kratkotrajnoj opstoj anesteziji ili bez anestezije.

1.5.6.2 Endobronijalni i endoezofagealni ultrazvuk medijastinalnih limfnih évorova

Efikasnost i preciznost bronhoskopije u dijagnosticke svrhe povecava se istovremenom primenom
endobronhijalnog (EBUS) ili endoezofagealnog ultrazvuka (EUS) (21). EBUS i EUS se u kombinaciji
sa transbronhijalnom iglenom aspiracijom (EBUS-TBNA) ili aspiracijom tankom iglom (EUS-FNA)
mogu koristiti u odredivanju statusa zahvacenosti medijastinalnih lifmnih ¢vorova na pozicijama
2R/L, 4R/L, 7, 10, 11, 12, ali ne i na pozicijama 5 i 6 (slika 2) (25). Evaluacija limfnih ¢vorova na
pozicijama 3a, 5, 6, 8, 9, otezana je primenom EBUSa, te se u tim slu¢ajevima moze koristiti EUS
koji je koristan i u vizuelizaciji leve nadbubrezne zlezde, celija¢nih limfnih ¢vorova i jetre (25).

- 1 Low cervical, supraclavicular, and

Supraclavicular zone
sternal notch nodes

Superior mediastinal nodes

Upper zone
- 2R Upper paratracheal (right)

- 2L Upper paratracheal (lef)
- 3a Prevascular

- 3p Retrotracheal

- 4R Lower paratracheal (right)
_—1 4L Lower paratracheal (left)

Aortic nodes
‘ AP zone

- 5 Subaortic

- 6 Para-aortic (ascending aorta or phrenic)

Inferior mediastinal nodes
Subcarinal zone

7 Subcarinal

Lower zone
- 8 Paraesophageal (below carina)

- 9 Pulmonary ligament

N1 nodes

Hilar/interiobar rone
10 Hilar

- 11 Interlobar

- 12 Lobar
- 13 Segmental
D 14 Subsegmental

Peripheral zone

Slika 2. Mapa limfnih ¢vorova Internacionalnog udruZenja za istrazivanje karcinoma (IASLC)

Preuzeto iz EI-Sherief et al. International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC)
Lymph Node Map: Radiologic Review with CT Illustration (26)
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1.5.6.3 Transtorakalna iglena biopsija pluca

Transtorakalna iglena biopsija pluca (TTNB) izvodi se perkutano, najces¢e uz CT vodenje, a
predstavlja metodu izbora uzimanja uzorka tkiva pluc¢a kod periferno pozicioniranih tumora. Ova
metoda se moze koristiti i u biopsiji limfnih ¢vorova, kao i u situacijama kada ne postoji drugi nacin
za uzorkovanje tumorskog tkiva. Senzitivnost i specifi¢nost ove metode su jako visoki (oko 90%), ali
je pneumotoraks Cesta komplikacija ove procedure (25).

1.5.7 Invazivni dijagnosti¢ki postupci

1.5.7.1 Medijastinoskopija/torakoskopija

Postoje 1 invazivniji hirurski pristupi koji se rede koriste u dijagnostikovanju karcinoma pluca, kao
Sto su video-asistirana torakoskopska hirurugija (video-assisted thoracoscopic surgery - VATYS) i
cervikalna medijastinoskopija koja je ranije bila zlatni standard u odredivanju statusa limfnih
¢vorova. Obe se izvode u ops$toj anesteziji, a morbiditet i mortalitet su u oba slucaja su niski (25).

1.6 PATOHISTOLOSKA KLASIFIKACIJA KARCINOMA PLUCA

Patohistoloska podela karcinoma pluca je na nesitnocelijski (NSCLC) i sitnocelijski karcinom
(SCLC). NSCLC je prisutan kod oko 85% pacijenata, a SCLC kod 15% obolelih. Svetska zdravstvena
organizacija (SZO) je 2015. godine objavila novu klasifikaciju epitelijalnih tumora pluc¢a koja se od
prethodne iz 2004. godine najvise razlikuje u podeli tumora na osnovu imunohistohemijskih
karakteristika. Na ovaj na¢in naglaSen je znacaj molekularog testiranja tumora pluca u cilju primene
irazvoja personalizovane onkoloske terapije.

Prema novoj SZO patohistoloskoj klasifikaciji iz 2015. godine epitelijalne tumore plu¢a delimo na 7
razli¢itth grupa 1 to adenokarcinom, skvamocelularni karcinom, neuroendokrini karcinom,
sarkomatoidni karcinom, adenoskvamocelularni, krupnocelijski i difuznu idiopatsku pulmonalnu
neuroendokrinu ¢elijsku hiperplaziju (31). Kao novi entiteti uvedeni su i termini adenokarcinom in
situ i minimalno invazivni adenokarcinom (17). Skvamocelularni karcinom plué¢a podeljen je na
keratinizovani, nekeratinizovani i bazaloidni (tabela 6) (27).

Sitnocelijski 1 krupnocelijski karcinom pluca sada su grupisani u grupu pod nazivom neuroendokrini
karcinomi pluca (17). Bazaloidni tip krupnocelijskog karcinoma pluca postao je podgrupa
skvamocelularnog karcinoma, dok limfoepiteliomu slican krupnocelijski karcinom plu¢a sada spada
u grupu drugih ili neklasifikovanih karcinoma plu¢a (NOS) (17). T u ovoj grupi sitnocelijski i
rabdoidni kacinomi su postali samo citoloSke deskriptivne karakteristike, a ne zasebna patohistoloska
podgrupa.

Tabela 6. Klasifikacija epitelijalnih tumora plu¢a SZO iz 2004. i 2015. godine — uporedni prikaz

SZO klasifikacija 2015. godina SZO klasifikacija
2004.godina
lepidi¢ni mesovit
acinarni acinarni
papilarni papilarni
mikropapilarni bronhioalveolarni
(nemucinozni i
) mucinozni)
Adenokarcinom _ —
Solidni solidni
invazivni mucinozni (mesoviti invazivni mesoviti, nemucinozni
mucinozni i nemucinozni) ili mucinozni ili
nedeterminisani
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koloidni

fetalni

enteriéni

minimalno invazivni

preinvazivni (atipi¢éna adenomatozna hiperplazija,
adenokarcinom in situ — ne-mucinozni i

mucinozni)
keratinizovani sitnocelijski
Skvamocelularni nekeratinizovani svetlocelijski
karcinom pluca bazaloidni bazaloidni
papilarni
sitnocelijski karcinom
Neuroendokrini krupnocelijski neuroendokrini karcinom
karcinomi karcinoid (tipi¢ni i atipi¢ni)
pleomorfni pleomorfni
vretenastocelijski vretenastocelijski

Sarkomatoidni
karcinom

gigantocelularni

gigantocelularni

karcinosarkom

karcinosarkom

pluéni blastom

pluéni blastom

Adenoskvamozni
karcinom

Adenoskvamozni
karcinom

Krupnocdelijski karcinom

neuroendokrini tip

kombinovan i sa
drugim
krupnocelijskim
karcinomima

bazaloidni

limfoepiteliomu slican

svetlocelijski tip

sa rabdoidnim
fenotipom

Difuzna idiopatska pulmonarna neuroendokrina ¢elijska

hiperplazija

Difuzna idiopatska
pulmonarna
neuroendokrina
celijska hiperplazija

SZO - Svetska zdravstvena organizacija.
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1.6.1 Imunohistohemija (IHC)

Nakon patohistoloske analize u slucejvima dokaznog malignog tumora pluéa pristupa se
imunohistohemijskim anlizama (IHC) kojima se preciznije moze odrediti viSe detalja i tacna
podgrupa karcinoma pluc¢a (17). Kada je tumorsko tkivo pozitivno na p40 najverovatnije se radi o
skvamocelularnom karcinomu pluca, a ukoliko je prisutna pozitivnost na TTF-1 najverovatnije je re¢
0 adenokarcinomu (27). Kois¢enjeem IHC moguce je razlikovati i primarni tumor od metastatskog
zariSta, a ova tehnika korisna je 1 u diferencijaciji neuroendokrinih tumora plu¢a koji su najcesce
pozitivni na hromogranin, sinaptofizin i NCAM (CD56) (27).

1.7 TNM KLASIFIKACIJA KARCINOMA PLUCA (8. 1ZDANJE)

TNM sistem za odredivanje stadijuma maligne bolesti koristi se od 1970. godine i pored
patohistoloSkog i imunohistohemijskog nalaza kljucan je u odredivanju prognoze maligne bolesti i
donosenju odluke o daljem lecenju (28). Stadijum bolesti se na osnovu TNM sistema odreduje prema
veli¢ini primarnog tumora (T1-4), zahvacenosti limfnih ¢vorova malignim procesom (N1-3) i
prisustva udaljenih metastaza (M0-1) (tabela 7 i 8). Od januara 2018. godine u primeni je 8. izdanje
TNM Kklasifikacije karcinoma pluca nastalo zbog velikog napretka u dijagnostici i terapiji karcinoma
plu¢a u poslednjoj deceniji. Ovo izdanje nastalo je na predlog Internacionalne asocijacije za
istrazivanje karcinoma (IACR) u cilju preciznog odredivanja stadijuma maligne bolesti i optimizacije
onkoloskog tretmana (29). Najveée promene u 8. izdanju u odnosu na 7. izdanje TNM Kklasifikacije
za karcinom pluc¢a nastale su usled reklasifikacije 1 subklasifikacije stadijuma veli¢ine primarnog
tumora (T) i1 prisustva udaljenih metastaza (M). Stepen zahvacéenosti limfnih ¢vorova (N) ostao je
nepromenjen u odnosu na 7. izdanje zato $to je adekvatno korelirao sa prognozom (28).

T stadijum se odreduje na osnovu veli¢ine primarnog tumora u najveéem dijametru i zahvaéenosti
okolnih struktura (29). Najve¢i dijametar za T2 stadijum u 8. izdanju iznosi 5¢cm, a ne 7cm kao ranije.
Tumori koji su ve¢i od Scm, a manji od 7cm sada su oznaceni kao T3 stadijum prema prognozi, a ne
kao T2b (29).

M stadijum u TNM Kklasifikaciji oznacava prisustvo udaljenih metastaza koje se mogu podeliti na
intratorakalne i ekstratorakalne. U 8. izdanju TNM Kklasifikacije stadijum M1b podeljen je na M1b i
MIlc na osnovu broja ekstratorakalnih metastaza. Podela je izvrSena zato Sto je dokazano da broj
ekstratorakalnih metastaza uti¢e na prognozu bolesti (29).

Pojedina¢ne promene u klasifikaciji T i M stadijuma doveli su i do promena u grupisanju TNM
stadijuma, pa je prvi put do sada I stadijum podeljen na 1AL, IA2 i IA3. U skladu sa tim nastupila je
promena i IV stadijuma koji je podeljen na IVA i IVB. Takode je u 8. izdanje uvrsten i stadijum I11C
kod kog je N3, ali MO radi ukazivanja na loSiju prognozu pacijenata sa ovim stadijumom maligne
bolestu u odnosu na stadijum HIA i I1IB (29).

Tabela 7. TNM klasifikacija karcinoma pluca

Primarni tumor (T)

Tx primarni tumor nije utvrden, ili je pozitivan nalaz malignih ¢elija u
sputumu ili ispirku bronhija, bez vizualizacije radioloskim tehnikama i
bronhoskopijom

TO primarni tumor nije evidentan
Tis carcinoma in situ
T1 tumor 3 cm ili manji u najve¢em dijametru, okruzen plu¢nim tkivom ili

visceralnom pleurom, bez bronhoskopski vidljive invazije proksimalno
od lobarnih bronha, lokalizovan van glavnog bronhija

T1la (mi) Minimalno invazivni adenokarcinom
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Tla

tumor 1 cm ili manji u najve¢em dijametru

T1b tumor vec¢i od 1 cm, ali ne viSe od 2 cm u najvecem dijametru

Tilc tumor veci od 2 cm, ali ne viSe od 3 cm u najvec¢em dijametru

T2 tumor vec¢i od 3 cm, ali manji od 5 cm, ili tumor koji ima neku od
slede¢ih karakteristika

e zahvata glavni bronh bez obzira na udaljenosti od karine traheje
e zahvata visceralnu pleuru
e udruZzen je sa atelektazom ili opstruktivnim pneumonitisom koji
se §iri na hilarnu regiju, zahvata deo ili cela pluca
T2a tumor veci od 3 cm, ali manji od 4 cm u najvecem dijametru
T2b tumor veci od 4 cm, ali manji od 5 cm u najveé¢em dijametru

T3 tumor ve¢i od 5 cm, ali manji od 7cm u najvec¢em dijametru ili tumor
koji je udruzen odvojenim nodusima u istom reznju istog pluénog krila
kao primarni tumor ili direktno zahvata neku od slede¢ih struktura: zid
grudnog kosa (ukljucujuéi parijetalnu pleuru i tumor gornjeg sulkusa),
frenicni nerv ili parijetalni perikard.

T4 tumor veci od 7cm u najvec¢em dijametru ili udruzen sa odvojenim
nodusima u razli¢itiom reznju istog plué¢nog krila kao primarni tumo ili
tumor koji zahvata neku od sledeéih struktura: medijastinum, srce,
velike krvne sudove, traheju, rekurentni laringealni nerv, jednjak,
ki¢mene prsljenove i karinu traheje

Regionalni limfni ¢vorovi (N)

NX metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima nisu utvrdene

NO nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima

N1 metastaze u ipsilateralnim peribronhijalnim i/ili ipsilateralnim hilarnim
limfnim ¢vorovima 1 intrapulmonalni limfni ¢vorovi ukljucujuéi rastom
direktno zahvatanje

N2 metastaze u ipsilateralnim medijastinalnim i/ili subkarinealnim limfnim
¢vorovima

N3 metastaze u kontralateralnim medijastinalnim, kontralateralnim
hilarnim, ipsilateralnim ili kontralateralnim skalenskim ili
supraklavikularnim limfnim ¢vorovima

Udaljene metastaze (M)
MO nema udaljenih metastaza
M1 udaljene metastaze prisutne
M1la odvojeni tumorski nodus(i) u kontralateralnom delu pluca, tumor sa
pleuralnim nodusima, maligni pleuralni i perikardni izliv
M1b Pojedinac¢na ekstratorakalna metastaza
Mlc Multiple ekstratorakalne metastaze u jednom ili viSe organa

T — veli¢ina primarnog tumora, N - status limfnih ¢vorova, M - prisustvo metastaza.
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Tabela 8. Stadijumi i grupisanje stadijuma UICC TNM (8. izdanje)

Okultni karcinom TX NO MO
Stadijum 0 Tis NO MO
Stadijum 1Al Tla(mi) NO MO
Stadijum 1A2 T1ib NO MO
Stadijum 1A3 Tlc NO MO
Stadijum IB T2a NO MO
Stadijum 1A T2b NO MO
Tla-c N1 MO

Stadijum 11B T2a-b N1 MO
T3 NO MO

Tla-c N2 MO

T2a-b N2 MO

Stadijum IHA T3 N1 MO
T4 NO MO

T4 N1 MO

Stadijum 111B Tla-c N3 MO
T2a-b N3 MO

T3 N2 MO

T4 N2 MO

Stadijum I1IC T3 N3 MO
T4 N3 MO

Stadijum IVA Bilo koji T Bilo koji N Mla
Bilo koji T Bilo koji N M1b

Stadijum VB Bilo koji T Bilo koji N M1lc

T — veli¢ina primarnog tumora, N - status limfnih ¢vorova, M - prisustvo metastaza.

1.8 MOLEKULARNA DIJAGNOSTIKA NESITNOCELIJSKOG KARCINOMA PLUCA

Razvoj ciljane i imunoterapije ima za cilj personalizovano leCenje svakog pacijenta (precision
medicine), zbog ¢ega je molekularna dijagnostika u poslednjih 15 godina dobila na zna¢aju narocito
kod pacijenata sa neoperabilnim lokalno uznapredovalim i metastatskim karcinomom pluca (14).
Molekularno testiranje se preporucuje kod pacijenata kod kojih je patohistoloski, a potom i
imunohistohemijski dokazan adenokarcinom pluca ili se sumnja na njega (14). Ovaj vid testiranja se
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ne preporucuje kod pacijenata sa skvamocelularnim karcinomom pluca, osim kod nepusaca, bivsih
pusaca ili osoba koji su pusaci sa <15 paklica-godina (41).

Razvoj terapije karcinoma pluca tekao je sporo sve do otkrivanja pogonskih mutacija (driver
mutations) 2004. godine, a nakon toga i lekova koji ciljano inhibiraju te mutacije. Postoji nekoliko
pogonskih mutacija koje predstavljaju odli¢nu terapijsku metu (therapeutic target), a to su EGFR
mutacija, ALK rearanzman, ROS1 rearanzman, BRAF V600E tackasta mutacija, NTRK rearanzman,
MET egzon 14 mutacija, RET rearanzman, HER 2 mutacija, NTRK1/2/3 genska fuzija i PDL-1
ekspresija (slika 3) (3). U veéini evropskih zemalja obavezno se izvodi testiranje EGFR mutacije i
rearanzmana u ALK i ROS1 genu (30), dok je u Srbiji o trosku Fonda zdravstvenog osiguranja
dostupno testiranje mutacija/ekspresije EGFR, ALK i PD-L1.

Za molekularno testiranje koriste se formalinom fiksirani parafinom ukalupljeni (FFPE) uzorci tkiva
dobijeni bronhoskopijom, transbronhijalnom iglenom biopsijom, transtorakalnom iglenom
biopsijom, VATS biopsijom ili nekom drugom metodom. U novije vreme, imaju¢i u vidu da se
bronhoskopijom najcesce dobije jako mali uzorak, koriste se i uzorci koje ne podrazumevaju primenu
FFPE metode (27).

Postoji nekoliko metoda kojima se moze vrsiti testiranje genetskih alteracija u tumorskom tkivu, a
one koje se najéesce koriste i preporucuju su DNK sekvenciranje, DNK i RNK sekvenciranje nove
generacije (NGS), reakcija lan¢ane polimerizacije u stvarnom vremenu (real-time PCR), DNK
testiranje specifiénog alela, Sanger sekvenciranje, fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) i
imunohistohemija (IHC) (27).

Tecna biopsija (eliquid biopsy) je metoda koja se moZe koristiti u molekularnoj dijagnostici NSCLC,
ali ima svoja ograni¢enja. Razvijena je sa idejom da se neinvazivnim putem olakSa otkrivanje
mutacija za koje postoji ciljana terapija kod pacijenata kod kojih nije moguée dobiti adekvatan
uzorak tkiva. Pod te¢nom biopsijom podrazumevamo analizu bilo kog tumorskog materijala koji se
nalazi u cirkuli$u¢oj krvi ili u drugim telesnim te¢nostima (17). Materijal koji se analizira iz te¢ne
biopsije najcesce su cirkuliSuée tumorske ¢elije (CTC) ili cirkuliSu¢a tumorska DNK (ctDNA).
Primena tec¢ne biopsije je od strane FDA i EMA odobrena kod pacijenata kod kojih biopsija tkiva
pluca nije moguca ili kod kojih je registrovana progresija na primenu EGFR TKI radi otkrivanja
T790M mutacije (tabela 9) (27).

EGFR Other 4%
MET 3%

> 1 Mutation 3%
HER2 2%

ROS1 2%

BRAF 2%

RET 2%

NTRK1 1%

Oncogenic Driver S
Detected ~ PIK3CA 1%

31%

MEK1 <1%

Visit LCFAmerica.org for
the latest FDA indications.
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Slika 3. Genetske alteracije kod karcinoma pluc¢a

EGFR- receptor epidermalnog faktora rasta; ALK - anaplasti¢na limfomna kinaza; ROS1 — proto-
onkogena tirozin-protein kinaza 1: KRAS — Kirsten pacov sarcoma virus; MET — faktor
mezenhimalno-epitelijalne tranzicije; NTRK 1/2/3 — receptor neurotoficke tirozin kinase; PIK3CA —
fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat 3-kinaza; MEK1 — mitogen aktivirana protein kinaza 1.

1.8.1 EGFR

Prva targetabilna genetska alteracija koja je otkrivena kod adenokarcinoma plu¢a je mutacija u
receptoru za epidermalni faktor rasta (EGFR). Ovaj receptor je postao vrlo atraktivna terapeutska
meta zato Sto je EGFR cesto prekomerno eksprimiran u karcinomu pluca. Testiranje na mutaciju u
EGFR u poslednje vreme preporucuje se kod pacijenata u stadijumu od IB-111A nakon biopsije ili
operacije radi razmatranja uvodenja inhibitora tirozin kinaza u adjuvantnu terapiju, a ova naliza se i
dalje najcesce izvodi kod pacijenata sa neoperabilnim lokalno uznapredovalim i metastatskim
adenokarcinomom pluc¢a (27). Kod pacijenata u ranom stadijumu bolesti EGFR mutacije se ¢eSce
detektuju u I stadijumu bolesti (20-50%), u odnosu na stadijum Il i 111 (5-20%) (31).

EGFR je jedan od ¢etiri ¢lana porodice ErbB (HER) receptora tirozin kinaza i poznat je pod nazivima
HERZ1 odnosno ErbB1. Ovaj receptor se nalazi na povrsini svih epitelnih ¢elija i odgovoran je za vise
¢elijskih odgovora ukljuéuju¢i proliferaciju, celijsko prezivljavanje i supresiju apoptoze. Pri
aktivaciji EGFR prelazi iz neaktivnog monomera u dimer vezivanjem za vancelijske faktore rasta
poput EGF. Dimerizacijom dolazi do autofosforilacije tirozin-kinaznog domena EGFR koji pokrece
intracelularne signalne kaskade — RAS-RAF-MEK-ERK, PI3K-AKT-mTOR i JAK-STAT (32).

Mutacije u EGFR genu su najbolje ispitane onkogene pogonske mutacije i javljaju se prose¢no kod
oko 10-20% pacijenata obolelih od adenokarcinoma plué¢a u populaciji belaca, a kod Azijata kod ¢ak
40-60% obolelih. Ova mutacija ¢eS¢e je prisutna kod nepuSaca i Zena. Najces¢e EGFR mutacije kod
pacijenata sa NSCLC nalaze se u egzonima 18-21 koji kodiraju tirozin kinazni deo receptora, a
lokalizacija aminokiselina takode moze biti korisna prilikom klasifikacije ovih mutacija i to od 688
do 728 za egzon 18, 729 do 761 za egzon 19, 762 do 823 za egzon 20 i preko 824 za egzon 21 (slika
4) (31).

L792X S8
SV768IL C796X (R/S/D)
L718Q/V
C797 S/G
L692V E709K
G719A v8341/L H870R
(T790M) L798lI /
4 V843l
G724s  L747s D761Y T790M T854A
| | |
|
T 1-2-3G
G179X (3%)|—| | Del 19 (a5%) | 172-3G | Ins20 (6%) | | L8S8R (40%) ,
—ZG (16) [ New drugs*
E709X (0.3%) Ins19 (0.6%) = |L861Q (1%) |
2G . 3G? ——
a 1G?-2G?-3G? S768I (1%) 2G (3G)
Del18 (0.3%)
2G ? 2G (3G)

X333Y: at progression after first-second generation EGFR-TKIs
X333Y: at progression after second line third generation EGFR-TKI
X333Y: at progression after first line third generation EGFR-TKI

* New drugs: mobecertinib, poziotinib, amivantanab

Slika 4. EGFR mutacije
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Preuzeto iz Reita, D. et al. Mechanism of EGFR-TKI Resistance in EGFR-Mutated Non-Small Cell
Lung Cancer: Application to Biological Diagnostic and Monitoring. Cancers 2021, 13, 4926.
https://doi.org/10.3390/cancers13194926

Procenjuje se da oko 85-90% EGFR mutacija ¢ine delecija u egzonu 19 (ex19del) i tackasta mutacija
L858R u egzonu 21 (slika 4) (31). Mutacije ex19del i L858R povezane su sa najboljim odgovorom na
ciljanu terapiju EGFR TKI zato $to dovode do konformacione promene EGFR proteina. Ova promena
omogucava optimalno kompetitivno vezivanje inhibitora za ATP-vezuju¢i deo tirozin kinaznog
domena, ¢ime se prekida ATP-om indukovana signalna kaskada koja dovodi do prekomerne
proliferacije c¢elija (31). Mutacija L858R podrazumeva jednu vrstu supstitucije (c.2573T>G,
p.L858R), dok delecija egzona 19 podrazumeva vise od 30 razlicitih vrsta delecija od kojih je najéesca
delE746_A750 (73%), koja zahvata od 9 do 24 nukleotida. Dok delecija koja pocinje na poziciji
E747 ¢ini Cetvrtinu svih poznatih delecija u egzonu 19 (31). Kod pacijenata sa delecijom egzona 19
vreme bez progresije bolesti (PFS) i ukupno prezivljavanje su duzi u odnosu na pacijente sa L858R
mutacijom (31).

Insercija egzona 19, L861Q, G719X, S768l, tackaste mutacije u egzonu 18, 20 i 21 i kompleksne
mutacije spadaju u retke EGFR mutacije koje ¢ine preostalih 10% poznatih EGFR mutacija (31).
Kompleksne EGFR mutacije su multiple mutacije u jednom uzorku, a mogu se naci u istom ili
razli¢itim egzonima (31). Imajuci u vidu da se radi o retkim mutacijama podaci su oskudni, ali je
primeéeno da kod ovih pacijenata postoji ¢e$c¢a pojava a metastaza u CNS-u, dok je stepen odgovora
na terapiju inhibitorima tirozin kinaza razlicit (17).

Insercije i in-frame duplikacije su najéesce prisutne mutacije egzona 20 EGFR i pokazuju razliciti
odgovor na terapiju (27). Od svih mutacija egzona 20 EGFR naj¢esce registrovana je T790M. T790M
predstavlja glavni uzrok pojave primarne i sekundarne rezistencije na TKI i kao vec¢ina drugih egzon
20 EGFR alteracija sa izuzetkom p.A763_Y764insFQEA i p.A763_Y764insLQEA udruZena je sa
losim odgovorim na EGFR TKI terapiju (slika 5) (17).

Other Frame Other Deletion
Shift Mutations Mutations
0.91% = 1.16%
—————— Complex
=il ‘ 17.43%
Exon20
BT . Exon 19
w Z Insertion
1683 > 0.41%
b'x
- E709X
G719X
—~e 4.98%
~~e_ 13.78% L861X

S$7681/V
6.39%

9.88%

Slika 5. Shematski prikaz poznatih retkih mutacija u EGFR genu

Preuzeto iz Harrison et al. (2020) Rare epidermal growth factor receptor (EGFR) mutaions in non-
small cell lung cancer .

Testiranje EGFR mutacije se u Srbiji sprovodi od 2011. godine od kada je testirano preko 6000
pacijenata od kojih je 10% imalo EGFR mutaciju. Na IORS-u se testiranje EGFR vrsi tehnikom real-
time PCR (Cobas, Roche Diagnostics) iz biopti¢kih uzoraka tkiva i te€ne biopsije.
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182 ALK

Rearanzmani u ALK (anaplasti¢na limfomna kinaza) fuzionom genu se javljaju kod 2-5% pacijenata
sa adenokarcinomom pluca (17). ALK je naj¢eS¢e udruzen sa EML4 (engl. echinoderm microtubule-
associated protein-like 4) i spada u tirozin kinazne receptore. Rearanzman u ALK genu dovodi do
disregulacije ¢elijskog ciklusa, a pacijenti sa ovom genetskom alteracijom pokazuju odgovor na
terapiju ALK inhibitorima tirozin kinaza (27). Metode koje se koriste za otkrivanje rearanzmana u
ALK genu su FISH, ISH i NGS. U Srbiji se izvodi testiranje ALK rearanzmana samo u okviru klini¢ke
studije metodom imunohistohemije (klon D5F3, Ventana), dok je u vecini razvijenih zemalja ALK
testiranje obavezno kod pacijenata sa lokalno uznapredovalim ili metastatskim adenokarcinomom
pluca.

Tabela 9. Targetabilne mutacije u uznapredovalom ili metastatskom karcinomu pluca i dostupna
ciljana terapija prema NCCN vodicu iz 2022. godine

Mutacija Metoda Dostupna terapija

PRVA LINIJA

Afatinib

Erlotinib
Dacomitinib
Gefitinib
Osimertinib
Erlotinib+Ramucir
umab

7. Erlotinib+Bevaciz

Bilo koji dostupni umab

idirani T neskvamozni
validirani metod koji (neskvamozni)
prolazi proces eksterne NAREDNE LINIJE

kontrole kvaliteta 1. Osimertinib

EGFR mutacije
(egzon 19 delecija ili L858R)

ogakrwdpE

NAREDNE LINIJE

EGFR egzon 20 insercija 1. Amivantamab-
vmjw
2. Mobocertinib
PRVA LINIJA
1. Afatinib
2. Erlotinib
EGFR 7681, L861Q i/ili G719X 3 Dacomitinib
4. Gefitinib
5. Osimertinib
NAREDNE LINIJE
1.0simertinib
PRVA LINIJA
1. Alectinib
2. Brigatinib
FISH 3. Ceritinib
IHC 4. Crizotinib
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ALK rearaniman

NGS

5.

Lorlatinib

NAREDNE LINIJE

1.
2.
3.
4.

Alectinib
Brigatinib
Ceritinib
Lorlatinib

ROS rearanZman

FISH
IHC
NGS

PRVA LINIJA

1.
2.
3.

Crizotinib
Ceritinib
Entrectinib

NAREDNE LINIJE

1. Lorlatinib
2. Entrectinib
PRVA LINIJA
Bilo koji dostupni 1. Dabrafenib/Tramet
. validirani metod koji inib
BRAF V600E mutacije prolazi proces eksterne 2. Dabrafenib
kontrole kvaliteta 3. Vemurafenib

NAREDNE LINIJE
1. Dabrafenib/Trametinib

NAREDNE LINIJE

KRAS mutacija G12 C 1. Sotorasib
IHC 1. Capmatinib
. 2. Crizotinib
MET preskakanje egzona 14 RNK NGS 3. Tepotinib
FISH 1. Selpercatinib
. 2. Pralsetinib
RET rearanZman RT-PCR 3. Cabozantinib
DNK NGS
FISH PRVA LINIJA/NAREDNE
NTRK 1/2/3 IHC LINIJE
1. Larotrectinib
RNK NGS 2. Entrectinib

EGFR- receptor epidermalnog faktora rasta; ALK - anaplasti¢na limfomna kinaza; ROS1 — proto-
onkogena tirozin-protein kinaza 1: KRAS - Kirsten pacov sarcoma virus; MET — faktor
mezenhimalno-epitelijalne tranzicije; NTRK 1/2/3 — receptor neurotoficke tirozin kinaze.

1.8.3 PD-L1

Ligand programirane ¢elijske smrti (PD-L1) je transmembranski protein koji se nalazi na povrsini
malignih ¢elija, dok se protein programirane Celijske smrti nalazi na T ¢elijama celularnog imunog
odgovora (40). Uloga PD-1 u normalnom imunom odgovoru je inhibicija imunog odgovora i razvoj
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tolerancije na sopstvene celije u cilju spre¢avanja nastanka autoimunih bolesti, dok u malignoj bolesti
interakcija PD-1 i PD-L1 omogucava efikasno izbegavanje imunoloskog odgovora domacina. Zbog
navedenih karakteristika ovi molekuli su postali efikasna meta za razvoj imunoterapije u obliku
monoklonskih antitela koji omogucavaju ponovnu aktivaciju imunog odgovora protiv malignih ¢elija
(41). Prisutnost PD-L1 na malignim ¢elijama odreduje se imunohistohemijom (IHC) na osnovu broja
¢elija koja pokazuju pozitivnost (engl. TPS-tumor proportion score) (27). lako prema najnovijim
preporukama PD-L1 nije idealan biomarker njegova vrednost sluzi za razlikovanje PD-L1 pozitivnih
tumora od PD-L1 negativnih. Pacijenti sa tumorima pluca ¢ija je PD-L1 ekspresija> 50% su kandidati
za primenu pembrolizumaba koji spada u inhibitore PD-1 (tabela 10) (27). Za primenu nivolumaba
koji takode spada u inhibitore PD-1 ili atezolizumaba koji spada u inhibitore PD-L1 u prvoj ili
narednim linijama nije potrebno da vrednost ekspresije PD-L1 bude > 50% (27). U Srbiji se testiranje
PD-L1 izvodi metodom imunohistohemije (klon 22C3, Dako).

Tabela 10. Dostupna imunoterapija u odnosu na PD-L1 status prema NCCN vodi¢u iz 2022.godine

Biomarker Dostupna terapija
PD-LI1>1% PRVA LINIJA

Pembrolizumab

Carboplatin ili cisplatin/pemetrexed/pembrolizumab (neskvamozni)

Carboplatin/paclitaxel/bevacizumab/atezolizumab (neskvamozni)

Carboplatin/paclitaxel ili paclitaxel vezan za albumin/pembrolizumab
(skvamozni)

Carboplatin/paclitaxel vezan za albumin/pembrolizumab (skvamozni)

Carboplatin/paclitaxel vezan za albumin/atezolizumab (neskvamozni)

Nivolumab/ipilimumab

Nivolumab/ipilimumab/pemetrexed (carboplatin ili cisplatin) (neskvamozni)

Nivolumab/ipilimumab/paclitaxel/carboplatin (skvamozni)
PD-LI>50% PRVA LINIJA (pored iznad navedene terapije)

Atezolizumab

Cemiplimab-rwlc

PD-L1 — programirana celijskasmrt ligand 1

1.9 LECENJE KARCINOMA PLUCA PO STADIJUMU BOLESTI

Izbor adekvatnog modaliteta leCenja zavisi od stadijuma bolesti, histologije i molekularnih
karakteristika tumora, opSteg stanja pacijenta, komorbiditeta, dostupnosti terapije 1 odluke pacijenta
(grafikon 1 i 2). Obzirom da se kod najveceg broja pacijenata tumor dijagnostikuje u odmaklom ili
metastatskom stadijumu najcesce se primenjuje multimodalno lecenje koje podrazumeva hirurgiju,
radioterapiju i sistemsku terapiju. Odluka o le¢enju se u svetu i nasoj zemlji donosi na Konzilijumu
lekara na kome ucestvuju grudni hirurg, radijacioni onkolog i medikalni onkolog uz lekare drugih
specijalnosti, a onkolosko lecenje se u Srbiji provodi u velikim onkoloSkim centrima ili onkoloskim
dispanzerima.
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Grafikon 1. ESMO algoritam za stazirane zahvacenosti lokoregionalnih limfnh ¢orova kod
pacijenata sa nemetastatskim NSCLC

[ CT and PET or PET-CT ]

[ Mediastinal LNs negative ] Mediastinal LNs positive ]
. cN1 or central tumour Tissue confirmation: ]
CN? ?r:'(:lp(;anmerall l{umo:ti Tumour >3 cm (mainly EBUS/EUS® J l
(qute rd of the lung)an adenocarcinoma with high FOG
tumour =3 cm update)®
3 Mediastinal LNs
l negative on EBUS/EUS
[ Mediastinal LNs positive ]
Tissue confirmation:
EBUS/EUS or VAMP
& VAM:
[ Mediastinal LNs negative ]
Mediastinal LNs Mediastinal LNs
positive negative
y

|

<

Crvena: operacija; tirkizna: kombinacija tretmana ili drugih sistemskih tretmana; bela: drugi aspekti
upravljanja.

CT - kompjuterska tomografija; EBUS - endoskopski ultrazvuk bronhija; EUS - endoskopskKi
ultrazvuk; FDG - fluorodeoksiglukoza; LN - limfni ¢vor; NPV - negativna prediktivna vrednost;
NSCLC - nesitnoéelijski karcinom pluca; PET - pozitronska emisiona tomografija; VAM - video-
potpomognuta medijastinoskopija.

1.9.1 RESEKTABILNINCLC (STADIJUM I-111A)

1.9.1.1 Hirurgija

Hirursko lecenje je terapija izbora kod pacijenata sa karcinomom pluca u ranom stadijumu bolesti (I
i IT). Hirurgija i radikalna radioterapija u ranom stadijumu vrse se u kurativne svrhe. Medutim samo
tre¢ina novodijagnostikovanih pacijenata su kandidati za hirursko lecenje, a ¢ak 25-75% ima veliki
rizik za recidiv bolesti nakon operacije zbog prisustva preoperativnih mikrometastaza. Obim hirurske
resekcije zavisi od stadijuma bolesti, lokalizacije tumora i kardiopulmonalne rezerve pacijenta.
HirurSko le€enje se moze izvesti otvorenim ili minimalno invazivnim pristupom. Procedura izbora
kod tumora koji su > 2 c¢m je lobektomija, dok je pneumonektomiju potrebno izvoditi samo kada za
to postoje indikacije (npr. proksimalno pozicioniran tumor) i kada je kardiopulmonalna rezerva
pacijenta oCuvana (34). Sublobarne resekcije, kao $to su segmentektomija i klinasta resekcija pluca
se preporucuju kod prisutnih promena po tipu mle¢nog stakla (engl. ground glass opacities), in situ
ili minimalno invazivnog adenokarcinoma pluca, kao i kod pacijenata koji nisu kandidati za
lobektomiju, a €iji je maksimalni promer tumora < 3cm (34). Pod kompletnom hirur§skom resekcijom
podrazumevamo negativne ivice resekcije, odustvo metastaza u najvisem medijastinalnom limfnom
¢voru, kao 1 sistematski sprovedenu disekciju i/ili uzimanje uzoraka (engl. sampling) iz
lokoregionalnih limfnih ¢vorova (42).

Pacijenti u stadijumu A (T3N1MO) i IIB (T4NO-1MO0) mogu biti kandidati za hirursko lecenje
ukoliko je kompletna resekcija tumora moguca (43). Kod ovih pacijenata pre operacije potrebno je
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patoloski potvrditi status medijastinalnih limfnih ¢vorova (24). Ukoliko nije nadeno prisustvo
malignih ¢elija u limfnim ¢vorovima ovi pacijenti su kandidati za ekstenzivnu en-bloc hirursku
resekciju (42).

Videotorakoskopska (VATS) resekcija plu¢a moze biti opcija kod pacijenata u ranom stadijumu
bolesti zato Sto se ovim pristupom omogucava kraca hospitalizacija, brzi oporavak, manja ucestalost
postoperativnih komplikacija i niZi postoperativni mortalitet za razliku od klasi¢ne torakotomije (34).
Nema razlike u prezivljavanju i pojavi lokalnog recidiva kod pacijenata u odnosu na vrstu hirurskog
pristupa koji je koriséen (34). Medutim, kod pacijenata kod kojih je ucinjena VATS resekcija pluca
veca je Sansa da Ce se uspe$no kompletirati adjuvantna terapija (34). VATS pristup upravljanjem
robotom je i dalje izuzetno skupa metoda koju veéina institucija ne moze finansijski da priusti, te se
zbog toga i duzine procedure trenutno ne preporucuje kao metoda prvog izbora (34).

Uz resekciju pluca u istom aktu potrebno je uciniti i evaluaciju limfnih ¢vorova (34). Disekcija
limfnih ¢vorova preporucuje se kod pacijenata u stadijumu II i IIIA. Savetuje se uklanjanje bar 6
limfnih ¢vorova u razli¢itim nivoima. Od toga bar 3 limfna ¢vora treba da budu u medijastinumu,
ukljucujuci subkarinealnu lokalizaciju (desno 2R, 4R, 718, alevo 4L, 5, 6 ,7 ,8 1 9) (27).

Grafikon 2. ESMO algoritam sistemske terapije kod pacijenata u ranom stadijumu bolesti (IB-111A)
I kod pacijenata sa neresektabilnim lokalno uznapredovalim NSCLC (stadijum I11)

Stage IB-IIIA Unresectable stage Il

RO resection [I, A]

Adjuvant ChT in N+ [1, A]?
Adjuvant ChT in resected tumours
=4 cm (T2bNO, stage 11A) [I1, B]

NS
No progression

)
—

Cisplatin [I, A] in combination with:
Vinorelbine [I, A]
Gemgcitabine [I1, B]
Docetaxel [I1, B]
Pemetrexed [I1, B, non-squamous®]
If cisplatin is not feasible, carboplatin
is an alternative [1V, B]

If resected primary tumour = 4 cm
and NO, carboplatin—paclitaxel [V, B]

o N
Complete resection with
EGFR exon 19 del or exon 21
L858R substitution

Ljubicasta: opste kategorije ili stratifikacija (simptom), crvena: operacija;, tamno zelena:
radioterapija; plava: sistemska terapija protiv raka; tirkizna: kombinacija tretmana ili drugih
sistemskih tretmana; bela: drugi aspekti upravljanja.

ChT - hemioterapija; ESMO - Evropsko udruzenje medikalnih onkologa, MCBS ° Magnitude of

Clinical Benefit Scale; N+- pozitivan limfni ¢vor; PD-L1 - programirana smrt-ligand 1; PORT -
postoperativna radioterapija; RT - radioterapija.
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1.9.1.2 Radikalna radioterapija

Radioterapijsko le¢enje u onkologiji zasniva Se na principu oste¢enja DNK maligne ¢elije primenom
jonizuju¢eg zraCenja. Radikalna radioterapija ima znacajnu ulogu u lecenju pacijenata sa ranim
karcinomom pluc¢a kada hirurgija nije moguca (npr. pacijenti stariji od 75 godina ili pacijenti sa loSom
disajnom funkcijom) ili u slu¢ajevima kada pacijenti nisu motivisani za hirur§ko le¢enje (27,42). Tada
se moze primeniti konvencionalna frakcionisana radioterapija ili stereotakticka radioterapija (engl.
stereotactic body radiotherapy - SBRT). Konvencionalna frakcionisana radioterapija se sprovodi
tokom 6-7 nedelja, ukupna doza zracenja koja se primenjujeje 60-70 Gy u pojedinaénim dozama od
po 2Gy.

1.9.1.3 Postoperativna radioterapija (PORT)

Kod pacijenata u stadijumu I ili Il kada nije u¢injena kompletna hirurska resekcija ili u sluc¢ajevima
kada je tumor zahvatio zid grudnog ko$a moze se razmotriti postoperativna radioterapija (34). PORT
se rutinski ne preporucuje kod pacijenata sa kompletnom resekcijom NSCLC u stadijumu I-111A. Kod
pacijenata kod kojih nije ucinjena kompletna hirurska resekcija radioterapiju je moguce primeniti
postoperativno pre hemioterapije (44). Kod takvih pacijenata PORT omogucava bolju lokoregionalnu
kontrolu bolesti i smanjuje rizik od pojave lokalnog recidiva (45). Postoperativna radioterapija se ne
preporucuje u stadijumu IIIA, ali je potrebno razmotriti je u N2 stadijumu (46).

1.9.1.4 Adjuvantna hemioterapija

Primena adjuvantne hemioterapije preporucuje se kod pacijenata sa NSCLC u stadijumu IIA, 1IB i
IITA zato Sto poboljSava petogodisnje prezivljavanje za 4-5%. Adjuvanta hemioterapija se primenjuje
6 do 8 nedelja posle operacije (47). Primena cisplatinskog dubleta sprovodi se u 3 do 6 ciklusa do
kumulativne doze cisplatine koja iznosi 300 mg (48). Savetuje se primena cisplatine uz docetaksel ili
gemcitabin kod pacijenata sa skvamoznim nesitnocelijskim karcinomom pluéa, dok se kod pacijenata
sa neskvamoznim NSCLC preporucuje primena pemetrekseda sa cisplatinom (47). Prema ESMO
vodicu iz 2021. godine moZze se razmotriti i primena vinka alkaloida (vinorelbina) uz cisplatin (48).
Kod pacijenata kod kojih postoje kontraindikacije za primenu cisplatine moze se razmotriti primena
karboplatine (47). Hemioterapija karboplatinom je opcija kod pacijenata u 1A stadijumu (T2bNO0)
kod kojih je u¢injena kompletna resekcija tumora (48).

1.9.1.5 Adjuvantna ciljana terapija

Evropska agencija za lekove (EMA) i agencija za lekove i hranu SAD (eng. FDA - Food and Drug
Administratiton) odobrili su adjuvantnu primenu Osimertiniba kod pacijenata u stadjumu IB-I11A
nakon kompletne resekcije tumora koji imaju EGFR deleciju u egzonu 19 ili EGFR mutaciju L858R
u egzonu 21. Odluka je doneta nakon objavljenih rezultata ADAURA studije koja je ispitivala
efikasnost 1 bezbednost Osimertiniba u adjuvatnom setingu nakon kompletne resekcije tumora pluca
sa ili bez primene adjuvantne hemioterapije (49). ADAURA studija je multicentri¢na randomizovana,
dvostruko slepa studija faze III u koju je ukljuceno 682 pacijenta obolelih od EGFR pozitivhog
NSCLC u stadijumu od IB do 1A (34). Svi ukljuceni pacijenti imali su detektovane jednu od dve
najéece mutacije u EGFR genu - delecija u egzonu 19 ili L858R u egzonu 21 (46). Svi pacijenti su
randomizovani (1:1) na grupu koja ¢e primati Osimertinib 80 mg jednom dnevno tri godine i placebo
grupu koja je pracena nakon operacije i adjuvantne hemioterapije ukoliko su je primili. Prema
rezultatima ove studije adjuvantna primena Osimertiniba zna¢ajno smanjuje pojavu recidiva bolesti 1
produzava period prezivljavanja bez bolesti (engl. disease free survival-DFS) (34). Navedeni rezultati
uoceni su nakon 2 godine pracenja pacijenata, a planirani period pracenja je 3 godine nakon ¢ega ¢e
se imati uvid u uticaj primene adjuvantnog Osimertiniba na ukupno prezivljavanje (50, 51). Ovo je
prvi put da primena adjuvantne ciljane terapije da obecavajuce rezultate, pa je moguce da ovakvi i
sli¢ni rezultati u buduénosti promene nacin leenja pacijenata sa EGFR pozitivnim resektabilnim
NSCLC (27). U skladu sa rezultatima studije najnovija ESMO preporuka je primena Osimertiniba u
adjuvantnom pristupu sa ili bez hrane u dozi od 80 mg jednom dnevno do ukupno tri godine ili do
ponovne pojave bolesti ili pojave neprihvatljive toksi¢nosti terapije kod pacijenata (48).
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1.9.1.6 Neoadjuvantna i adjuvantna imunoterapija

Prema najnovijim ESMO preporukama iz 2021. godine primena imunoterapije uz hemioterapiju u
adjuvantnom ili neoadjuvantnom pristupu 1 dalje nije standard u leCenju obolelih od NSCLC-u
stadijumu IB-I11A (48). Ovaj stav 0 neodjuvantnoj terapiji zasnovan je na osnovu rezultata
neobjavljene studije citirane u najnovijim ESMO preporukama u kojima se navodi da je stopa
kompletnog patoloskog odgovora veca kod pacijenata kod kojih je uz hemioterapiju u
neoadjuvantnom pristupu primenjena i imunoterapija inhibitorima koji deluju na mestima kontrolnih
tacaka celijskog ciklusa (engl. checkpoint inhibitors) (48). Objavljeni su prvi rezulati CheckMate 816
studije u kojoj je ispitivana neoadjuvantna primena 3 ciklusa Nivolumaba uz hemioterapiju
zasnovanu na cisplatini kod pacijenta u stadijumu IB-I1IA i dobijeni su rezultati da je primena
imunoterapije uz hemioterapiju dovela do vece stope patoloskih kompletnih odgovora u odnosu na
samo hemioterapiju [24.0% prema 2.2%, OR 13.94, 99% CI 3.49-55.75, P < 0.0001], ali se definitivni
rezultati ove studije i dalje ocekuju (48).

Atezolizumab je prvi lek koji je odobren u postoperativnoj primeni kod pacijenata sa resektabilnim
NSCLC a pipada grupi imunoterapeutika. Odluka je doneta nakon objavljenih rezultata IMpower010
multicentricne randomizovane studije (52). Primena atezolizumaba u ovo studiji dovela je do
znacajnog poboljsanja perioda preZivljavanje bez bolesti (engl. disease free survival - DFS) u odnosu
na primenu najbolje suportivne terapije (engl. best supportive care — BSC). Rezultati su uo¢eni kod
pacijenata kod kojih je registrovan nivo PD-L1 ekspresije > 1% u stadijumu II-1IIIA NSCLC, kao i
kod svih randomizovanih pacijenata u stadijumu I1-111A [medijana DFS 42.3 prema 35.3 meseci, (HR
0.79, 95% CI 0.64-0.96, P % 0.0205)] (48).

Za razliku od ESMO preporuka, NCCN u najnovijim preporukama iz 2022. godine savetuje primenu
Atezolizumaba u adjuvantnom pristupu nakon kompletne resekcije tumora i adjuvantne hemioterapije
kod pacijenata u stadijumu I1B i 1A ili kod pacijenata u stadijumu 11A kod kojih postoji visok rizik
zarelaps bolest i kod kojih se registruje PD-L1 ekspresija> 1% (42). Primena Atezolizumaba savetuje
se u dozi od 840 mg svake dve nedelje, 1200 mg svake 3 nedelje ili 1680 mg svake 4 nedelje do
ukupno godinu dana (42).

1.9.2 NERESKTABILNI LOKALNO UZNAPREDOVALI NSCLC

1.9.2.1 Hemioradioterapija

Pacijenti sa neresektabilnim karcinomom plu¢a u stadijumu IIIA 1 IIIIB mogu inicijalno imati
neresektabilni tumor ili mogu pripadati toj grupi zato §to tumor nije adekvatno odgovorio na
indukcionu terapiju. Pacijenti u stadijumu IIIC nisu kandidati za hirur$ko lecenje, ve¢ se kod njih
preporucuje primena konkomitantne hemioradioterapije (43). lako je tumor gornjeg sulkusa
(Pancoast) staziran kao T3 hirurSko lecenje inicijalno nije moguce, kao ni kod pacijenata sa N2
stadijumom koji se Cesto otkrije tokom operacije (43).

Primena hemioradioterapije dokazano je efikasnija od primene radioterapije bez hemioterapije (27).
Kod ovih pacijenata savetuje se sprovodenje konkomitantne hemioradioterapije (HT-RT) uvek kada
je to moguce zbog vece efikasnosti i duzeg ukupnog prezivljavanja (53). Mane konkomitante HT-RT
su ¢esSca pojava nezeljenih efekata HT-RT kao $to su ezofagitis gradusa 3 14, radijacioni pneumonitis
1 znacajno veéi mortalitet koji iznosi 10% (17). Kada zbog neadekvatnih tehnickih uslova, loSijeg
opSteg stanja pacijenta ili nekih drugih razloga nije moguce sprovoditi konkomitantnu HT-RT
savetuje se primena sekvencijalne hemioradioterapije. Prema ESMO vodicu za lecenje
uznapredovalog NSCLC radioterapiju je potrebno sprovoditi u dozi od 60-66 Gy u 30-33 frakcije
tokom perioda od 6-7 nedelja uz 2 do 4 ciklusa hemioterapije zasnovane na cisplatinskog dubletu
@an.

Kombinacija citostatika koja se koristi u HT-RT prema ESMO vodicu je cisplatin uz etopozid ili
cisplatin uz vinka alkaloide (najée$¢e cisplatin uz vinorelbin) ili cisplatin uz pemetrexed kod
neskvamozne histologije NSCLC (34). Prema NCCN vodic¢u iz 2022. godine kod neskvamoznog
NSCLC moguce je koristiti karboplatinu ili cisplatinu uz pemetrexed u konkomitantnom HT-RT
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rezimu, ali i packlitaksel uz karboplatinu ili cisplatinu uz etopozid. Kod skvamoznog NSCLC savetuje
se primena paklitaksela uz karboplatin ili csiplatine uz etopozid (42).

1.9.2.2 Neoadjuvantna hemioterapija

Kod pacijenata u stadijumu IITA (N2) moguée je primeniti indukcionu terapiju pre operacije bez ili
sa adjuvantnom terapijom (24) ili neoadjuvantnu konkomitantnu hemioradioterapiju (24). Takode
neoadjuvantnu terapiju je moguce primeniti kod pacijenata sa Pancoast tumorom. Medutim ova
terapija nije standard lecenja 1 odluku o sprovodenju indukcione terapije potrebno je doneti
individualno nakon detaljne procene multidisciplinarnog tima.

1.9.2.3 Durvalumab

Durvalumab je humano monoklonsko anti PD-L1 antitelo koje kod pacijenata koji su primili
konkomitantnu HT-RT produzava ukupno preZivljavanje (OS), kao i vreme do progresije bolesti
(PFS) (49). PACIFIC studija je randomizovana studija koja je poredila primenu Durvalumaba nakon
konkomitatntne HT-RT kod pacijenata sa neresektabilnim NSCLC u odnosu na placebo. Durvalumab
je primenjen kao konsolidaciona terapija u trajanju od godinu dana kod pacijenata koji nisu imali
registrovanu progresiju bolesti u prvih 42 dana od primene konkomitante HT-RT. Na osnovu rezultata
ove studije ESMO i NCCN su ukljucili Durvalumab u imunoterapiju odrzavanja u trajanju od godinu
dana kod pacijenata sa neresektabilnim karcinomom pluca u III stadijumu, dobrog su opsteg stanja
(PS 0-1) i nisu progredirali na sprovedenu konkomitantnu HT-RT (54). I dalje vazi stav da se
Durvalumab moze dati bez obzira na status PD-L1 iako postoje naznake da ne postoji benefit kod
pacijenata sa PD-L1 ekspresijom < 1%. Pouzdano se zna da durvalumab ne treba koristiti adjuvantno
nakon hirurSkog leenja, ve¢ samo nakon hemioradioterapije i potrebno je aktivno pratiti potencijalne
nezeljene efekte imunoterapije (54).

1.9.3 METASTATSKINSCLC (IV STADIJUM)

Cilj lecenja pacijenata sa metastatskim karcinomom pluca je produzavanje ukupnog prezivljavanja i
oCuvanje kvaliteta zivota Uz primenu terapije €iji su nezeljeni efekti tolerabilni. LeCenje se u IV
stadijumu karcinoma pluc¢a zasniva se na primeni sistemske terapije kod pacijenata sa performans
skorom 0-2 uz suportivnu terapiju i palijativno zbrinjavanje kod pacijenata kod kojih specifi¢no
onkolosko lecenje nije moguce (38). Prestanak puSenja duvana treba biti deo svih algoritama za
lecenje karcinoma pluca zato §to je dokazano da produzava ukuno prezivljavanje, smajuje rizik od
nastanka komplikacija primenjenog leCenja, a poznato je i da puSenje smanjuje bioraspolozivost
erlotiniba (grafikon 3) (55).
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Lecenje pacijenata kod kojih su targetabilne mutacije odsutne ili je status nepoznat

Grafikon 3. ESMO Algoritam leCenja pacijenata u IV stadijumu, molekularni testovi negativni

Stage IV NSCC: Molecular tests negative (ALK/BRAF/EGFR/ROST)

PD-L1 expression*
1

1
Any expression of PD-L1

PD-L1-positive PD-L1-negative

ALK - anaplasti¢na limfomska kinaza; BSC - najbolja suportivna terapija; ChT - hemoterapija; EGFR
- receptor epidermalnog faktora rasta; EMA - Evropska agencija za lekove; 10 - imuno-onkologija;
Mb - megabaza; MCBSESMO-Magnitude of Clinical Benefit Scale; nab-P - paklitaksel vezan za
albumin; nab-PC - paklitaksel vezan za albumin i karboplatinu; NSCC - karcinom neskvamoznih
¢elija; NSCLC — nesitnocelijski karcinom pluéa; PD-1, protein programirane ¢elijske smrti 1; PD-L1,
ligand 1 programiranecelijske smrti; PS - performans status; TMB - opterecenje tumorskim
mutacijama.

1.9.3.1 Sistemska imunoterapija

Revolucija u lecenju karcinoma pluca i drugih malignih tumora desila se 2016. godine uvodenjem
imunoterapije u leCenje pacijenata sa metastatskim karcinomom plué¢a bez mutacije za koje postoji
ciljana terapija (tzv. targetabilne mutacije). PoboljSanje vremena do progresije bolesti (PFS), ukupnog
prezivljanja (OS) uz povoljniji profil neZeljenih efekata primenom pembrolizumaba u odnosu na
primenu standardne hemioterapije zasnovane na platini kod pacijenata sa uznapredovalim NSCLC i
ekspresijom PD-L1>50% prvi put je dokazana u KEYNOTE-024 studiji (56). Ovaj lek u svim
aktuelnim preporukama predstavlja zlatni standard u prvoj liniji terapije za leCenje pacijenata sa
uznapredovalim NSCLC bez targetabilnih mutacija i ekspresijom PD-L1>50% bez kontraindikacija
za primenu imunoterapije, kao $to su teski oblici autoimunih bolesti ili transplantacija organa (55).
Pored pembrolizumaba kod pacijenata sa ekspresijom PD-L1>50% moze se primeniti i atezolizumab
prema najnovijim ESMO preporukama.

U prvoj liniji terapije pacijenata dobrog opsteg stanja (performans status 0-2) sa neskvamoznim
metastatskim adenokarcinomom pluca bez obzira na PD-L1 status, moze se primeniti i kombinacija
nivolumaba uz ipilimumab, pembrolizumab uz karboplatinu i pemetreksed, atezolizumab uz
karboplatinu i nab-paklitaksel, atezolizumab uz bevacizumab uz karboplatinu i paklitaksel ili
nivolumab uz ipilimumab uz karboplatinu i pemetreksed.
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U drugoj liniji se pored nivolumaba preporucuju i atezolizumab, pembrolizumab (kod pacijenata sa
PD-L1:1%), docetaksel, pemetreksed, ramucirumab/docetaksel, nintedanib/docetaksel ili erlotinib
zato $to primena ovih lekova daje duze ukupno prezivljavanje (OS) kod pacijenata u odnosu na
primenu hemioterapije.

1.9.3.2 Targetabilne mutacije

Pronalazak targetabilnih mutacija i lekova koji specifi¢no inhibiraju mutacije u malignim ¢éelijama
predstavlja jedan od prvih uspesnih primera personalizone medicine i visoko selektivne terapije koja
je znacajno promenila nacin le¢enja NSCLC (grafikon 4). Do tada se lecenje uznapredovalog NSCLC
zasnivalo na primeni hemioterapije koja za razlku od ciljane terapije neselektivno deluje na sve Celije
koje se brzo dele, a ne samo maligne ¢elije. Primena specificnih inhibitora kod pacijenata koji su
nosioci navedenih mutacija 1 imaju uznapredovali adenokarcinom plu¢a doveo je do poboljSavanja
ukupnog prezivljavanja, produzenja vremena do progresije bolesti, boljeg kvaliteta zivota i smanjene
toksi¢nosti primenjene terapije (32). Zbog svega navedenog u vodice svih svetskih udruZenja koja se
bave leCenjem karcinoma pluca uvedeno je molekularno testiranje pacijenata sa uznapredovalim
adenokarcinomom pluca u cilju poboljSanja ishoda le¢enja 1 personalizacije terapije.

Grafikon 4. ESMO algoritam le¢enja pacijenata u stadijumu NSCLC, molekularni testovi pozitivni

Stage IV NSCC: Molecular tests positive (ALK/BRAF/EGFR/ROST)
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(refer to Figure §) (refer to Figure 7) (refer to Figure 4) (refer to Figure 6)
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8 ESMO-MCBS V1.1 rezultat za novu terapiju/indikaciju koju je odobrila EMA od 1. januara 2016.
Skor je izra¢unat od strane ESMO-MCBS Radne grupe i potvrden od strane ESMO Komiteta za
smernice. ® Preferirana opcija. ¢ Nije odobreno od strane EMA. ¢ ESMO-MCBS rezultat za
kombinaciju bevacizumaba sa gefitinibom ili erlotinibom.ALK, anaplasticna limfomska kinaza;
EGFR, receptor epidermalnog faktora rasta; EMA, Evropska agencija za lekove; MCBS, ESMO-
Magnitude of Clinical Benefit Scale; NSCC, karcinom neskvamoznih ¢elija.

1.9.3.2.1 ALK pozitivni NSCLC

Testiranje prisustva ALK rearanzmana se preporuCuje kod svih pacijenata obolelih od
adenokarcinoma pluc¢a u IV stadijumu (57). Genetske alteracije ALK onkogena mogu se naci i kod
drugih malignih tumora, a rearanzman ALK onkogena koji se najceS¢e registruje je fuzija ALK sa
nekim od partnera kao $to je EML4. Prisustvo ALK rearanzmana se u zavisnosti od laboratorije moze
odredivati primenom NGS, FISH metode ili IHC, a pacijenti sa ALK pozitivhim tumorom su kandidati
za terapiju inhibitorima tirozin kinaza koji se daju oralno. U prvoj liniji terapije moze se razmotriti
primena alectiva, crizotiniba i ceritiniba ¢ija je karakteristika da ima sposobnost penetracije u
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centralni nervni sistem (CNS), pa moze biti dobra opcija za leGenje pacijenata sa ALK pozitivnim
adenokarcinomom pluc¢a sa metastazama u CNS-u.

1.9.3.2.2 ROS1 pozitivni NSCLC

ESMO u svojim preporukama iz 2020. godine savetuje primenu Crizotiniba kod pacijenata sa ROS1
pozitivnim NSCLC, iako su podaci iz studija i dalje oskudni (58), dok NCCN pored crizotiniba
preporucuje i entrectinib kao lek izbora u prvoj liniji terapije kod pacijenata sa RO1 pozitivnim
NSCLC u IV stadijumu bolesti (62). Nakon progresije bolesti posle primene crizotiniba u prvoj liniji
ESMO savetuje primenu hemioterapije zasnovane na platini u drugoj linije terapije (57). Nekoliko
studija pokazalo je efikasnost primene Crizotiniba kod pacijenata sa rearanzmanom ROS1 onkogena,
a to su PROFILE 1001, Isto¢no-Azijska studija koja je obuhvatila najveéi broj pacijenata,
EUROCROSS studija i EUROS1 studija (57). Primena ceritiniba kod pacijenata sa ROS1
rearanzmanOom ispitivana je u studiji faze Il. Lorlatinib je inhibitor tirozin kinaza koji deluje kod
pacijenata sa ALK i ROS1 rearanzmanom, a njegov efekat je ispitivan je u studijama najée$¢e nakon
progresije bolesti na prethodnih nekoliko linija terapije uklju¢juéi i crizotinib. Entrectinib je u avgustu
2020. odobren od strane Eropske agencije za lekove (EMA) u le€enju pacijenata sa ROS1 pozitivnim
NSCLC u IV stadijumu bolesti, dok je reprotrectinib inhibitor tirozin kinaza novije generacije koji
inhibira ROS1/TRK/ALK. Njihova efikasnost do sada je ispitivana samo u preklini¢kim studijama
faze 11 11 (65).

1.9.3.2.3 BRAF pozitivni NSCLC

BRAF V600 (Val600Glu) mutacija je najcesce ispitivana kod pacijenata sa metastatskim melanomom,
ali u retkim slucajevima je prisutna i kod pacijenata sa NSCLC u IV stadijumu bolesti i to najcesce
kod pusaca (65). Zbog toga su Dabrafenib koji inhibira BRAF V600 mutaciju u kombinaciji sa
Trametinibom koji spada u MEK inhibitore registrovani od strane EMA i FDA za ovu indikaciju,
nakon cega je predlog o le¢enju pacijenata sa NSCLC u IV stadijumu sa BRAFV600 mutacijom usao
u preporuke za leenje karcinoma plu¢éa ESMO udruzenja i NCCN (65). Dabrafenib/Trametinib
kombinacija zajedno inhibira kinaze u RAS/RAF/MEK/ERK putu (67), a kod pacijenata Kkoji
progrediraju nakon primene ove terapije u prvoj liniji ESMO savetuje primenu hemioterapije
zanosvane na platinskom dubletu (67).

1.9.3.3 Uloga radioterapije u leenju pacijenata sa NSCLC u IV stadijumu

Radioterapija od davnina zauzima znacajnu ulogu u palijativnom leenju pacijenata sa metastatskim
nesitnocelijskim karcinomom pluca 1 to naj¢eS¢e u lokalnoj kontroli metastaza. Radioterapija se u
svakodnevnoj klinickoj praksi kod pacijenata sa metastatskim NSCLC koristi u leCenju bolnih
kosStanih metastaza i kompresije ki€mene mozdine u cilju ublaZzavanja bolova, sprecavanja patoloSkih
preloma i poboljSavanja kvaliteta zivota pacijenta. Jo$ jedna indikacija u kojoj je potrebno primeniti
hitno radioterapijsko lecenje je sindrom gornje Suplje vene koji se javlja kod 2% do 4% pacijenata sa
NSCLC.

Spoljna zra¢na terapija (EBRT) pruZa ublaZzavanje bolova kod 60-80% pacijenata nakon RT, pri cemu
jedna tre¢ina pacijenata ima potpuno ublazavanje bolova u tretiranoj zoni. Prema ESMO
preporukama pojedinacna doza od 8 Gy predstavlja rezim izbora kod pacijenata sa bolnim
metastazama u kostima. Na Instititu za onkologiju 1 radiologiju Srbije rezimi koji se najcesce koriste
za palijativnu antidolornu terapiju zracenjem su jednokratna frakcija sa 8 Gy, kao i dva duza rezima
u kombinaciji 20 Gy u 5 frakcija ili 30 Gy u 10 frakcija.

1.9.3.4 Endobronhijalna brahiterapija
Endobronhijalna brahiterija (EBB) moze biti znacajna palijativna radioterapijska metoda narocito kod
pacijenata sa rekurentnom centralnom endobronhijalnom opstrukcijom ili kod pacijenata kod kojih
je prethodno primenjena EBRT bez uspeha (55).
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1.9.3.5 WBRT i SRS u leenju metastaza na mozgu

Diseminacija bolesti u CNS Cesto je prisutna kod pacijenata sa adenokarcinomom pluca, a procenjuje
se da metastaze na mozgu ima oko polovine pacijenata sa NSCLC (30-64%), dok je taj broj kod
pacijenata koji imaju targetabilne mutacije (EGFR i ALK) veci i iznosi (44-66%). Leptomeningealna
karcinomatoza je znatno redi oblik Sirenja maligne bolesti u centralni nervni sistem (4-7%) i Cesto je
udruzen sa loSom prognozom bolesti i smrtnim ishodom (55). Radioterapija zauzima zna¢ajnu ulogu
u palijativnom tretmanu ovih komplikacija osnovne maligne bolesti, naj¢es¢e primenom metode
zrac¢enja celog mozga (WBRT) ili primenom stereotaksic¢ne radioterapije u novije vreme. WBRT se
primenjuje najceSée u terapijskom rezimu od 20 Gy u 5 seansi ili 30 Gy u 10 frakcija i to kod
pacijenata koji su dobrog opsteg stanja i kod kojijh se procenjuje da RT moZe povoljno uticati na
duzinu prezivljavanja (55). Kod pacijenata sa simptomatskim metastazama na mozgu i/ili
postojanjem znakova uvecanog intrakranijalnog pristiska pored RT se savetuje primena
deksometazona sa postepenim smanjenjem doze i prekidanjem terapije nakon zavrsetka RT.
Stereotaksi¢na radioterapije je mnogo manje toksi¢na alternativa WBRT, ali se ne moze primenjivati
kod svih pacijenata, ve¢ postoji preporuka da se SRS primenjuje kod pacijenata koji imaju manje od
4 metastaze preénika manjeg od 3cm (55).

1.9.3.6 Uloga hirurgije u le¢enju pacijenata sa NSCLC u IV stadijumu

Hirurgija ima znacajnu ulogu u uzimanju uzorka tkiva radi patohistolske potvrde metastatske bolesti,
a uvodenjem ciljane terapije 1 imunoterapije hirurgija je dobila znafajno mesto 1 u lecenju
oligometastatske bolesti (69). Od ranije je poznata uloga hirurgije u palijativnom zbrinjavanju
komplikacija metastatske bolesti u situaciji kada opste stanje pacijenta to dozvoljava (70-73).

1.9.3.7 Suportivna terapija i palijativha nega

Imajuéi u vidu da se pacijenti sa karcinomom pluéa najcesée dijagnostikuju u simptomatskom
uznapredovalom stadijumu, savetuje se integrisana primena suportivne terapije i palijativne nege a u
cilju kontrole simptoma i poboljSavanja kvaliteta zivota. Integracija suportivne terapije vazna je od
pocetka onkoloskog lecenja.

1.10 EGFR TKI

Prva ciljana molekularna terapija adenokarcinoma pluca koja je uspesno uvedena u klinicku praksu
je terapija inhibitorima tirozin kinaza receptora epidermalnog faktora rasta - EGFR TKI (epidermal
growth factor receptor tyrosine kinase inhibitor). EGFR TKI predstavljaju standard leenja u prvoj
liniji terapije pacijenata sa EGFR mutiranim uznapredovalim adenokarcinomom pluca (43).

1.10.1 Mehanizam dejstva

EGFR se nalazi na povrSini mnogih zdravih ¢elija u organizmu, ali je ¢esto eksprimiran i na malignim
¢elijama karcinoma pluca, dojke i karcinoma orofaringealne regije. Prekomerna ekspresija EGFR kod
malignih celija pojacava antiapoptotski efekat RAS kaskade c¢ime dolazi do nekontrolisane
proliferacije malignih ¢elija i produzavanja njihovog prezivljavanja (32). Lekovi iz grupe EGFR TKI
primenjuju se oralno (per 0s) i dele se na tri generacije. U prvoj generaciji su gefitinib (Iressa, FDA
odobren 2003.) i erlotinib (Tarceva, FDA odobren 2004.) koji spadaju u reverzibilne EGFR inhibitore
tirozin kinaza jer se reverzibilno vezuju za ATP-vezujuée mesto na enzimu tirozin kinaze ¢ime
sprecavaju intracelularnu fosforilaciju enzima inhibiraju¢i dalju signalnu kaskadu i1 proliferaciju
malignih ¢elija. U drugoj generaciji su afatinib (Giotrif, FDA odobren 2013.) i dacomitinib Kkoji
spadaju u ireverzibilne EGFR TKI. U trecoj generaciji je osimertinib (Tagrisso, FDA odobren 2015.)
koji spada u pirimidinske ireverzibilne EGFR TKI jer se vezuje za cistein na kodonu 797 (C797) i
spada u visoko selektivne inhibitore (32).
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Slika 6. EGFR mutacija

Pocetna doza Gefitiniba je 250 mg jednom dnevno, a Erlotiniba je 150 mg dnevno (74-78). Erlotinib
je potrebno uzimati sat vremena pre ili dva sata posle obroka. Ova dva leka se primarno
metaboliSupreko jetre (CYP3A4), a izlucuju preko fecesa. PoCetna doza Afatiniba je 40 mg dnevno,
Dacomitiniba 45 mg dnevno, a Osimertiniba 80 g dnevno. Ove doze je moguée redukovati prema
protokolu u zavisnosti od tipa i gradusa ispoljenog toksi¢nog efekta.

Prediktivna mo¢ EGFR mutacija dokazana je u multiplim randomizovanim klinickim studijama faze
111 koje su poredile lekove iz prve (erlotinib i gefitinib) i druge generacije (afatinib) EGFR TKI sa
platinskim hemioterapijskim dubletom (74-78). U svim grupama pacijenata, nezavisno od pola,
starosti, pusackog statusa ili performans statusa (PS) registrovano je poboljSanje u ukupnoj stopi
odgovora na terapiju (ORR) i poboljsanje u prezivljavanju bez progresije bolesti (PFS), ali nijedna
od navedenih studija nije pokazala benefit u ukupnom prezivljavanju (OS) (79). Za razliku od
hemioterapije koja je indikovana samo kod pacijenata ¢ije je opste stanje zadovoljavaju¢e EGFR TKI
je moguce dati i pacijentima koji su loSijeg opSteg stanja (38). Pacijenti sa oligoprogresijom bolesti
(progresija samo na jednoj lokalizaciji) mogu biti tretirani lokalnom terapijom (radijaciona terapija
ili hirurgija) uz nastavak sistemske primene EGFR TKI (80-84).

Nema jasnih smernica da odabrati lek iz prve, druge ili tre¢e generacije EGFR TKI, ve¢ je odluku
potrebno doneti individualno na osnovu karakteristika pacijenata i dostupnosti lekova. Nekoliko
studija poredilo je efikasnost lekova iz prve i1 druge generacije medusobno, ali nisu nadene znacajne
razlike niti u efikasnosti niti u toksicnosti, iako postoje pojedina¢ni podaci da je gefitinib generalno
najbezbedniji lek, a da afatinib daje ¢esce nezeljene efekte, Sto nije dokazano u svim studijama (85).
Medutim, osimertinib je u FLAURA studiji faze III poreden sa gefitinibom 1 afatinibom kada je
pokazano znacajno produzZenje vremena bez progresije bolesti (MPFS 18.9 prema 10,2 meseci; HR
0,46, 95% CI 0,37-0,57, P<0.0001) (27,38), te je u najnovijem ESMO i NCCN vodi¢u Osimertinib
uvrsten kao prvi lek izbora u leCenju pacijenata sa uznapredovalim ili metastaskim EGFR pozitivnim
NSCLC (grafikon 5) (86).Tako]e je pokazano da osimertinib ima najbolju penetraciju u centralni
nervni sistem u odnosu na sve trenutno dostupne EGFR TKI, zbog cega treba biti prva opcija kod
pacijenata sa metastazama na CNS-u (55).
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Grafikon 5. Terapijski algoritam kod pacijenata u IV stadijumu NSCLC sa EGFR mutacijama

Stage IV lung carcinoma with EGFR-activating mutation
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4ESMO-MCBS v1.1 skor za novu terapiju/indikaciju koju je odobrila EMA od 1. januara 2016. Skor
je izraunat od strane ESMO-MCBS Radne grupe i potvrdena od strane ESMO Komiteta za Smernice.
b Preferirana opcija .°ESMO-MCBS rezultat za kombinaciju bevacizumaba sa gefitinibom ili
erlotinibom. “Nije odobreno od strane EMA.cfDNK - DNK bez ¢elija; ChT - hemioterapija; EGFR -
receptor epidermalnog faktora rasta; EMA - Evropski lekovi Agencija; MCBS - ESMO-Magnitude
of Clinical Benefit Scale; PS - performans status; RT — radioterapija.

U poslednjih nekoliko godina ispitivana je primena kombinacije dualne blokade EGFR i vaskularnog
endotelnog faktora rasta (VEGF) puta u nekoliko studija kod pacijenata sa EGFR mutiranim NSCLC.
Na osnovu dosadasnjih ispitivanja vecina studija navodi da postoji produzenje PFS-a, kao i da su
EGFR mutirani neskvamozni tumori pluéa senzitivniji na VEGF inhibiciju u odnosu na
skvamocelularne karcinome pluca ili NSCLC bez targetabilnih mutacija. Zbog toga se smatra da je
primena VEGF inhibitora zna¢ajna kod ove podrgupe pacijenata, te da oni mogu imati zna¢ajan
benefit od ove terapije.

Od EGFR TKIl ispitivan je Erlotinib u kombinaciji sa Bevacizumabom i Ramucirumabom. U studiji
NEJ026 faze Il dokazano je da kombinacija erlotiniba sa bevacizumabom u odnosu na mono
erlotinib dovodi do produzavanja vremena bez progresije bolesti (PFS) uz prihvatljiv profil
toksi¢nosti, ali produZenje ukupnog prezivljavanja nije uoceno (87). EMA je odobrila primenu
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Erlotiniba uz Bevacizumab u prvoj liniji terapije pacijenata sa uznapredovalim EGFR pozitivnim
NSCLC, a brojne studije koje ispituju ova dva leka u kombinaciji su i dalje u toku. U 2021. godini su
objavljeni rezultati multicentricne randomizovane studije faze III BEVERLY(88). U studiju je
ukljuceno 160 pacijenata u stadijumu IIIB/IV NSCLC sa aktiviraju¢im EGFR mutacijama. Srednje
vreme pracenja pacijenata bilo je 36 meseci, a bevacizumab u kombinaciji sa erlotinibom je zna¢ajno
povecao PFS (bevacizumab + erlotinib PFS 15,4 meseca vs. mono erlotinib PFS 9,6 meseci) (88).
Nije pokazana razlika u duzini ukupnog prezivljavanja (OS), dok je analiza podgrupa pokazala da
kombinacija bevacizumaba uz erlotinib moze biti efikasnija kod pusaca u odnosu na nepusace (88).
Znakovi toksi¢nosti u vidu hipertenzije gradusa 3 i viSe i osipa gradusa 3 i vise ¢eSce su registrovani
kod pacijenata na terapiji bevacizumabom uz erlotinib uz jedan prijavljen smrtni slu¢aj nastao usled
pojave nezeljenih efekata kombinovane terapije u vidu intrakranijalnog krvarenja.

Sli¢ni rezultati dobijeni su primenom erlotiniba uz ramucirumab koji spada u humane IgG VEGFR2
antagoniste. U RELAY randomizovanoj studiji faze Ill ispitivana aktivnost ramucirumaba u
kombinaciji sa Erlotinibom kod pacijenata sa EGFR mutiranim NSCLC koji nisu prethodno leceni.
Ponovo je postignuto produzenje vremena bez progresije bolesti (PFS) uz prihvatljiv profil nezeljenih
efekata, ali bez produzenja ukupnog prezivljavanja (OS) (89).

U 2021. godini objavljeni su i preliminarni rezultati studije koja je ispitivala kombinaciju 4 leka kod
pacijenata sa EGFR mutiranim NSCLC primenom osimertiniba uz bevacizumab, cisplatin i
pemetreksed. Primarni cilj ove studije bio je intrakranijalni odgovor na terapiju. Re€ je o studiji faze
IT u koju je ukljuceno 26 pacijenata. Svi pacijenti su evaluirani nakon perioda praé¢enja od skoro tri
godine i rezultati su pokazali da je kod svih na prvom kontrolnom pregledu registrovana parcijalna
regresija bolesti (PR) uz smanjenje edema i prihvatljiv profil toksi¢nosti (90). Ovi rezultati nam
ukazuju na mogucénost sistemskog tretmana metastaza na mozgu uz odlaganje radioterapije do
trenutka kada je neophodna zbog poznatih nezeljenih efekata za¢enja mozdanog tkiva, kao $to je
radijaciona nekroza.

Trenutno su u toku randomizovane studije koje ispituju primenu osimertiniba uz hemioterapiju i/ili
VEGF inhibitore, ali jo§ nema potvrde da kombinacija ove terapije dovodi do poboljsanja
preZivljavanja (OS), kao ni dovoljno podataka da 1i je toksi¢ni profil ove kombinacije lekova
prihvatljiv, te se u buduénosti ocekuju rezultati novih studija koji bi mogli promeniiti nacin le¢enja
pacijenata sa EGFR mutiranim uznapredovalim NSCLC.

Kod pacijenata koji razviju oligoprogresiju bolesti savetuje se primena lokalne terapije (hirurgija ili
RT) uz nastavak sistemskog lecenja primenom EGFR TKI. Medutim, kod pacijenata kod kojih je
registrovana sistemska progresija bolesti savetuje se ponovna biopsija primarnog tumora i/ili
metastaza u cilju detekcije T790M mutacije (55). Kada nije moguce dobiti uzorak tumorskog tkiva
moguce je uraditi teCnu biopsiju uz analizu cirkuliSuc¢e tumorske DNK. U slu¢aju negativnog nalaza
teCne biopsije opet se savetuje rebiopsija, imajuci u vidu da nalaz teCne biopsije moze biti lazno
negativan (55) .

Amivantanab je lek koji je odobren od strane FDA za primenu kod pacijenata sa EGFR mutacijom
insercija egzona 20. Amivantanab je ispitivan u CHRYSALIS studiji faze 1 (91). Re¢ je EGFR-MET
bispecificnom antitelu koji se vezuje za ekstracelularni deo oba receptora i time prevazilazi
mehanizam rezistencije na TKI (91). Odgovor na amivantanab posle osimertiniba bio je 19%, a uz
dodatak lazeritiniba koji predstravlja EGFR TKI tre¢e generacije odgovor na kombinovanu terapiju
u CHRYSALLIS studiji bio je 36% (91). Na osnovu ovih podataka NCCN je uvrstio amivantanab kao
lek izobra kod pacijenata sa insercijom egzona 20. Medutim kod ovih pacijenata u zavisnosti od
rezultata ostalih molekurnih analiza moze se razmotriti i primena hemitoerapije ili imunoterapije.

1.10.2 NezZeljeni efekti EGFR TKI

Nezeljeni efekti EGFR TKI nastaju usled inhibicije EGFR u zdravim ¢elijama zbog ¢ega se javljaju
kod oko 70% pacijenata i najces¢e su blagi do umereni (86). U poredenju sa konvencionalnom
hemioterapijom EGFR TKI rede uzrokuje mijelosupresiju, mucninu, povracanje, slabost i
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malaksalost. Manje je prijavljenih nezeljenih efekata gradusa 3 ili 4, manje prekida terapije usled
ispoljenih nezeljenih efekata i rede je potrebna smanjenje doze u odnosu na hemioterapiju. Najcesci
i najvazniji nezeljeni efekti EGFR TKI vezani su za koZu i njene derivate (dlaka, znojne i lojne Zlezde)
(tabela 11), a od ostalih se javljaju anoreksija, oslabljen apetit, porast vrednosti transaminaza i
bilirubina, umor, dijareja, stomatitis, oralni mukozitis, intersticijska bolest pluca i kardiotoksi¢nost
koja se najcesce ispoljava u vidu pada u ejekcionoj frakciji (EF) leve komore (92). Bol moze biti
nezeljeni efekat primene TKI, a podaci o tome se u istrazivanjima u novije vreme prikupljaju direktno
od pacijenata (PROs — patient reported outcomes) (93).

Tabela 11. CTCAE skala za dermatolosku toksi¢nost nastalu usled primene EGFR TKI

Gradus Simptomi

e papule i/ili pustule prisutne na <10% telesne povrsine, sa ili bez
1 simptoma svraba ili lokalne osetljivosti koze

e papule i/ili pustule prisutne na 10-30% telesne povrsine; sa ili bez
2 simptoma svraba ili lokalne osetljivosti koze,
e promene ogranicavaju aktivnosti svakodnevnog Zivota

e papule i/ili pustule prisutne na >30% telesne povrsine sa prisutnim
umerenim i ozbiljnim simptomima,
e promene bolesniku ograni¢avaju brigu o sebi,
e promene udruzene sa lokalnom superinfekcijom koze koje zahtevaju
primenu oralnih antibiotika

e papule i/ili pustule na bilo kojoj % telesne povrSine, mogu biti ili nisu
udruZene sa simptomima svraba i lokalne osetljivosti koze,
¢ udruzene sa masivnom superinfekcijom koze koja zahteva primenu
4 intravenskih antibiotika,
e stanje opasno po Zivot;

5 e smrtni ishod

Dermatoloski znaci toksi¢nosti nastaju usled inhibicije EGFR-a u bazalnoj membani ¢elija dermisa,
Sto utic¢e na proliferaciju i diferencijaciju keratinocita. Ovaj receptor se nalazi i u ¢elijama folikula
dlake, znojnih i lojnih Zlezda, kao 1 u epitelu roZnjace i na trepavicama, zbog ¢ega se kao manifestacije
dermatoloSke toksi¢nosti mogu javiti papulopustulozni osip (osip nalik na akne), eritem, svrab i
suvoca koZe, povremeno crvenilo lica koje se javlja u naletima, diskoloracija i hiperkeratoza koZe,
kao i paronihija, alopecija i gubitak dlaka na drugim delovima tela kao $to su trepavice (tabela 12)
(86). Ove promene najéesce su prisutne na kozi glave i trupa, a prema povrsini koze koju zahvataju i
tezini klinicke slike na osnovu CTCAE (engl. Comon Toxicity for Adverse Events) kriterijuma
razlikujemo 4 gradusa na osnovu kojih se odreduje tretman (100).

Tabela 12. Preporuke za le¢enje papulopustuloznog osipa

Gradus

e Bezterapije ili

1 o Lokalna terapija: Topikalni kortikosteroid (Alklometazon 0,05%)uz
Fluocinonid 0,05% krem i/ili Klindamicin 1%,

e Nastaviti primenu EGFR TKI bez redukcije doze

o Lokalna terapija: Topikalni kortikosteroid (Alklometazon 0,05%) uz
Fluocinonid 0,05% krem i/ili Klindamicin 1%uz
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2 e Oralni antibiotik iz grupe tetraciklina (Doksiciklin 100 mg dva puta
na dan ili Minociklin 100 mg dnevno)
e Nastaviti primenu EGFR TKI bez redukcije doze

e Lokalna terapija
3i4 e Oralni antibiotik iz grupe tetraciklina
e Oralni metilprednizolon
e Prekid primene EGFR TKI do regresije simptoma i znakova
toskicnosti do gradusa 1

EGFR — receport epidermalnog faktora rasta, TKI — inhibitori tirozin kinaze

Dijareja je drugi najcesci nezeljeni efekat terapije EGFR TKI, najc¢esce se javlja u prve dve nedelje
primene terapije i uglavnom je blaga do umerena (gradus 1 i 2) (106). MozZe nastati usled oste¢enja
mukoze creva ili usled hipersekrecije hlorida u lumen creva. Dijareja gradusa 3 i 4 javlja se kod oko
15% pacijenata naj¢esée nakon primene EGFR TKI druge generacije. Veoma retko je prisutan stepen
dijereje koji dovodi do teske dehidratacije i akutne bubrezne insuficijencije (108). Gradiranje i terapija
dijareje kod pacijenata koji su na ciljanoj terapiji EGFR TKI su prikazani u tabelil3 i 14.

Tabela 13. Gradus dijareje kao nezeljenog efekta na EGFR TKI

Gradus Simptomi
1 <4 stolice dnevno
2 4-6 stolica dnevno iznad prosecnog broja stolica
3 >7 stolica dnevno iznad proseka, inkontinencija,

indikovana hospitalizacija

dijareja koja ogranicava aktivnosti svakodnevnog zivota

4 dijareja opasna po Zivot

hitna intervencija neophodna

5 smrtni ishod

Tabela 14. Terapija dijareje kao nezeljenog efekta na EGFR TKI

Gradus Terapija
1ili2 Antidijarejalna ishrana

Loperamid 4mg oralno inicijalno, a nakon toga 2 mg nakon svake tecne
stolice do maksimalne doze od 16 mg dnevno

Nastaviti primenu EGFR TKI

3ilid Sve gore navedeno za gradus 1 i 2 plus
Hospitalizacija i parenteralna rehidratacija

Obustaviti EGFR TKI do regresije simptoma i znakova toksi¢nosti do
gradusa 1

EGFR — receport epidermalnog faktora rasta, TKI — inhibitori tirozin kinaze

1.11 REZISTENCIJA NA EGFR TKI

Poboljsanje ishoda lecenja obolelih sa EGFR mutiranim adenokarcinomom plu¢a uvodenjem TKI je

nesumnyjiv, ali najveci broj pacijenata razvije rezistenciju na ove lekove (42). Rezistencija na EGFR
35



TKI moze biti primarna (de novo) i steCena. Primarna rezistencija se definise kao izostanak klinickog
odgovora nakon primene EGFR TKI u prvoj liniji koji se moze opisati kao izostanak poboljsanja
simptoma, neadekvatna kontrola bolesti ili neproduzavanje ukupnog prezivljavanja (OS) i javlja se
kod 20-30% pacijenata sa EGFR mutiranim adenokarcinomom pluca. Pod ste¢enom rezistencijom
Smatra se pojava progresije bolesti kod pacijenata koji su inicijalno pokazali dobar odgovor na TKI i
najcesce se javlja nakon 9-14 meseci. Klinicka definicija stecene rezistencije na EGFR TKI je
sistemska progresija bolesti (prema RECIST ili WHO kriterijumima) nakon kompletne (CR) ili
parcijalne regresije (PR) bolesti i/ili nakon 6 ili viSe meseci stabilne bolesti (SD) nakon tretmana
ciljanom terapijom. Poznavanje mehanizama rezistencije i toksi¢nosti na TKI klju¢no je u donoSenju
odluke o najboljoj specifi¢noj terapiji, proceni odgovora na terapiju i u razvoju novih lekova.

1.11.1 Mehanizmi rezistencije na EGFR TKI (slika 7) su:

e pojava sekundarnih mutacija (T790M, C797S, L747S, D761Y, T854A)

e aktivacija alternativnih signalnih puteva (cMet, HGF, AXL, Hh, IGF-1R)

e aberacija nishodnih puteva (AKT mutacija, gubitak PTEN)

e ofteCenje EGFR-TKI posredovanog apoptotskog puta (Bcl2-slican i 11-BIM delecioni
polimorfizam)

histoloSka transformaciju NSCLC u SCLC

e epitelijalno-mezenhimalna tranzicija (EMT)

T790M mutation with
0% EGFR amplification
1%

SCLC transformation _/!.‘}-._ <
3% EMT

1%
MET amplification
3%

HER2 amplification
6%

Slika 7. Poznati mehanizmi rezistencije na EGFR TKI.

Izmenjeno u skladu sa Nagano et al.Mechanism of Resistance to Epidermal Growth FactorReceptor-
Tyrosine Kinase Inhibitors and a Potential Treatment Strategy. EGFR- receptor epidermalnog faktora
rasta; HER2 — receptor humanog epidermalnog faka rasta; MET — factor mezenhimalno-epitelijalne
tranzicije; EMT- epitelijalno-mezenhimalna tranzicija; SCLC — sitnoceijski karcinom pluca.

1.11.2 T790M

Najces¢i mehanizam stecene rezistencije je pojava mutacije T790M u egzonu 20 gena EGFR, koja je
nadena u vise od 50% bolesnika, ali se moze javiti i kao mehanizam primarne rezistencije (108).
Mutacija T790M u egzonu 20 gena EGFR sprecava vezivanje lekova iz prve generacije EGFR TKI
za ATP vezuju¢e mesto Cime se sprecava inhibicija nishodnog signalnog puta, §to omogucava
malignim ¢elijama da nastave da se dele (108). Prvo se mislilo da ova mutacija nastaje sekundarno
nakon primene lekova iz grupe EGFR TKI, ali je pokazano da ova mutacija moze ve¢ inicijalno biti
prisutna. Zbog takvih saznanja razvijeni su lekovi iz grupe druge i trece generacije EGFR TKI kako
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bi se prevazi§la T790M mutacija, medutim dokazano je da i kod inicijalne primene Osimertiniba
nakon godinu dana dolazi do razvoja rezistencije (108).

1.11.3C797

Tackasta mutacija C797 u nivou ATP-vezujuceg mesta odgovorna je za rezistenciju na Osimertinib
koji pripada tre¢oj generaciji EGFR TKI i ireverzibilno se vezuje za ovo mesto (108). Imajuéi u vidu
da se T790M mutacija moze naé¢i na istom alelu kao i C797 neophodno je odrediti tacnu
lokalizacijuove dve mutacije pre otpocinjanja terapije Osimertinibom. Ukoliko su C797 i T790M na
istom alelu (cis pozicija) tumorske ¢elije ¢e biti rezistentne na EGFR TKI, a ukoliko su mutacije na
razli¢itim alelima (trans pozicija) tumorske Celije su osetljive na primenu lekova tre¢e generacije
EGFR TKI (109).

1.11.4 L747S,D761Y, T854A

Ove mutacije spadaju u retke sekundarne mutacije i ¢ine 1-2% svih uzroka ste¢ene rezistencije na
EGFR TKI (109). L747S mutacija je povezana sa rezistencijom na lekove iz prve generacije EGFR
TKI, ali je pokazano da pacijenti sa L747S mutacijom imaju registrovan povoljan terapijski odgovor
na primenu lekova iz druge i tre¢e generacije EGFR TKI (110). Jedinstven prikaz slucaja pacijenta
sa dualnom L747S i G719C mutacijom pokazao je da je registrovana senzitivnost na primenu
Osimertiniba, ali se ne moze sa sigurnoscu re¢i da li je ovaj rezultat posledica predominacije G719C
mutacije koja se vezuje za senzitivnost na EGFR TKI (109). Pokazano je da je T854A mutacija bila
povezana sa izrazito jakom rezistencijom na EGFR TKI, dok su L747S i D761Y mutacije povezane
sa slabom rezistencijom na EGFR TKI (108).

1.11.5 MET amplifkacija

Drugi najces¢i mehanizam stecene rezistencije na EGFR TKI je amplifikacija MET gena koja je
prisutna kod oko 5-10% pacijenata (108). Amplifikacija MET gena dovodi do aktivacije MET
recepora tirozin kinaza ¢ime se aktivira HGF | ERBB3/fosfoinozitol 3 kinaza (P13K)/protein kinaza
B (AKT) signalni put $to dovodi do proliferacije malignih ¢elija i nastanka rezistencije na EGFR TKI
(108). U ovakvim situacijama lekovi izbora mogu biti crizotinib i capmatinib.

1.11.6 HGF

HGF je specifi¢ni ligand MET i njegova prekomerna ekspresija dovodi do aktivacije PI3K/AKT puta,
ali bez angazovanja ERBB3. Prokomerna ekspresija HGF je lo§ prognosticki faktor kod pacijenata
koji se le¢e primenom EGFR TKI, a moze biti odgovorna kako za nastanak stecene, tako i primarne
rezistencije (111).

1.11.7 AXL

Anekselekto (AXL) je receptor tirozin kinaza koji pripada TAM familiji i u malignoj bolesti uéestvuje
u regulaciji mikro sredine i pojavi epitelno-mezenhimalne tranzicije (EMT) (111). U novije vreme
nadeno je da AXL igra znacajnu ulogu u razvoju rezistencije na medikalnu onkolosku i radijacionu
terapiju kod razli¢itih tipova kod karcinoma. Kod pacijenata sa EGFR pozitivnim NSCLC pokazana
je da je prekomerna ekspresija AXL odgovorna za nastanak rezisencije na gefitinib i osimertinib (112).

1.11.8 Hedgehog (Hh)

Hedgehog (Hh) je signalni put koji u fizioloSkim uslovima ucestvuje u embriogenezi, celijskoj
prolieraciji i diferencijaciji, dok njegova aberantna aktivacija dovodi do nastanka karcinogeneze i
pojave metastaza indukcijom epitelijalno-mezenhimalne transformacije malignih cCelija i
perzistiranjem prisustva ¢elija nalik kancerskim mati¢nim ¢elijama (engl. cancer stem-like cell).
Takode, pokazano je da hiperaktivacija Hh signalnog puta moze imati ulogu i u pojavi rezistencije na
EGFR TKI, pa primena Hh inhibitora uz EGFR TKI moZe povecati senzitivnost malignih ¢elija na
primenjenu terapiju (113, 114).
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1.11.9 AKT
Aktivacija AKT takode moze biti jedan od mehanizama steCene rezistencije na EGFR TKI, ali se

javlja udruzen sa drugim mehanizmima rezistencije, kao $to su MET amplifikacija, T790M mutacija,
prekomerna ekspresija AXL ili FGFR (108).

1.11.10 PTEN

Fosfataza i tenzin homolog delecija (PTEN) je tumor supresorski gen i njegova inaktivacija
registrovana je kod brojnih maligniteta (108). Gubitak PTEN dovodi do aktivacije AKT, a ova pojava
je i jedan od mehanizama nastanka primarne i stecene rezistencija na EGFR TKI (115). Ovo je
dokazano na primeru rezistencije na Erlotinib gde je ovaj mehanizama jedan od registrovanih
mehanizama rezistencije u toj studiji (116).

1.11.11 KRAS mutacija

KRAS je najcesce registrovani mutirani onkogen kod svih malignih tumora i predstavlja kljuc¢ni
signalni put za njihov nastanak (76). Mutant KRAS pod nazivom G12C prisutan je u oko 13%
pacijenata sa adenokarcinomom pluc¢a i sadrzi amino-kiselinu cistein koja je u pretklinickim
studijama bila glavna meta za razvoj ciljanih inhibitora tirozin kinaza.

1.11.12 PIK3CA

Mutacija PIK3CA je lo$ prognosticki faktor prezivljavanja za pacijente sa EGFR mutiranim
adenokarcinomom pluéa, ali klinicki nije dokazano da ova mutacija dovodi do razvoja rezistencija na
terapiju EGFR TKI (117), iako je u nekoliko pretklini¢kih studija to pokazano (118).

1.11.13 BIM

Jedan od najznacanijih mehanizama dejstva EGFR TKI na maligne ¢elije je indukcija apoptoze, a
BIM pripada familiji Bcl-2 proteina koji regulisu ovaj celijski proces. Maligne ¢elije NSCLC kod
kojih je nivo BIM umanjen pokazuju rezistenciju na EGFR TKI.

1.11.14 CRKL

CRKL spada u onkogene i predstavlja deo RAS/RAF/MAPK signalnog puta. U jednoj studiji pokazano
je da amplifikacija CRKL moze biti redak uzrok nastanka rezistencije na EGFR TKI kod pacijenata
sa EGFR mutiranim adenokarcinomom pluca (119).

1.11.15 Ostali mehanizmi

Kod oko 4% pacijenata kod kojih postoji primarna rezistencija na EGFR TKI uocena je insercija u
egzonu 20 (42). Drugi mehanizmi ukljucuju crosstalk EGFR i IGF1R puta, KRAS i BRAF mutacije
(u 2-3% slucajeva), ALK translokacije (u oko 5% slucajeva), prekomerna ekspresija HGF i FGFR,
ali 1 sticanje karakteristika mati¢nih kancerskih ¢elija 1 epitelijalno mezenhimalna transformaciija
(EMT)

1.12 HEMATOLOSKI PREDIKTIVNI PARAMETRI

Sve maligne tumore karakteriSe prisustvo sistemskog upalnog procesa koji je promenljiv u odnosu na
razli¢ite faze razvoja maligne bolestii u odnosu na primenjenu terapiju (120). Dobro je poznato, a
sada ve¢ 1 dokazano u praksi da imuni odgovor igra izuzetno bitnu ulogu u nastanku i perzistiranju
malignog procesa. Inicijalan uvid u parametre imunog odgovora i u tumorsku mikrookolinu imamo
na osnovu parametara krvne slike sa leukocitarnom formulom koja se rutinski radi pre pocetka lecenja
EGFR TKI i ostale onkoloske terapije i predstavlja jeftinu, minimalno invazivnu i obaveznu analizu.
Imajudi u vidu da je re¢ o brzoj i Siroko dostupnoj analizi u poslednje vreme ispitivana je prediktivna
vrednost nekoliko hematoloskih parametara inflamatornog odgovora organizma pre otpocinjanja
primene hemioterapije (121), imunoterapije (122) i ciljane terapije (123, 124). Vrednosti trazenih
hematoloskih parametara dobijani su iz odnosa broja krvnih ¢elija, a parametri koji su do sada
najcesce ispitivani su odnos neutrofila i limfocita (NLR), odnos trombocita i limfocita (PLR), odnos
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trombocita i monocita (PMR), odnos limfocita i monocita (LMR) i odnos neutrofila i mononocita
(NMR).

Podaci o potencijalnoj prediktivnoj vrednosti sistemskih NLR, NMR, LMR, PLR i PMR zasnovanih
na zapaljenju u EGFR-TKI su retki i kontradiktorni. Prethodne studije sugerisale su da bi NLR mogao
biti potencijalni biomarker ukupnog prezivljavanja (OS) (124). U jednoj studiji pokazano je da je
NLR znacajan prognosticki biomarker kod pacijenata sa NSCLC le¢enih hemoterapijom, ali ne i kod
pacijenata le¢enih EGFR-TKI. Nekoliko studija pokazalo je da se LMR i PLR mogu Koristiti za
predvidanje prezivljavanja kod pacijenata sa EGFR mutiranim adenokarcinomom pluéa (125), ali i
onih koji sugeriSu da ne postoji veza izmedu PLR 1 prezivljavanja kod pacijenata lecenih EGFR TKI
(125, 126).

1.13 EMT PROCES I ZNACAJ U REZISTENCIJI NA EGFR TKI

Epitelijalno-mezenhimalna transformacija (EMT) je potencijalno reverzibilni proces koji je u
fizioloskim uslovima neophodan u pravilnom razvoju embriona jer omogucéava kolektivnu migraciju
¢elija tokom formiranja neuralne cevi i neuralne kreste (127), a takode ima kriti¢énu ulogu u procesu
zarastanja rana (slika 8) (128). EMT se zasniva na fenotipskoj transformaciji ¢elija iz epitelnog u
mezenhimalni tip, dok je mezenhimalno-epitelijalna tranzicija (MET) suprotan proces Kkoji
podrazumeva fenotipsku promenu od pokretnih mezenhimalnih ¢elija do nepokretnih polarizovanih
epitelnih celija sa funkcijom barijere. EMT se karakterise gubitkom apiko-bazolateralnog polariteta i
meducelijskih kontakata u epitelu, $to dovodi do gubitka adhezije epitelnih ¢elija i promene u njihovoj
citoskeletnoj gradi. Fenotipska promena ¢elijau EMT procesu nastaje kao posledica izmene u genskoj
ekspresiji $to dovodi do promena u transkripciji razlic¢itih markera na epitelijalnim i mezenhimalnim
¢elijama (129). Glavni marker epitelijalnih celija je E-kadherin, a mezenhimalnih N-kadherin,
vimentin i fibronektin. EMT mozZe biti potencijalno targetabilna meta nakon razvoja rezistencije na
EGFR TKI, pa je poznavanje jasnog mehanizma EMT nephodno u cilju prevazilazenja potpunog
izostanka ili prestanka odgovora na ciljanu terapiju (130).

Inducers
TGF-P, Wrt- B catenin, Heopenag. Noten, B, RTX

SNAN2, ZEB12, TWIST

EMT

Epithelial Cells > Mesenchymal Cells
Stable
No Junctions
Front-back polarity
= E.cadherin == N-cadherin
= TightJunction =~ Vimentin
Extra-celiular . Extra Cellular

matrix receptors Matrix
Slika 8. Epitelijalno-mezenhimalna tranzicija

Pored uloge u fiziolo§kim procesima EMT ima znacajnu ulogu i u patoloskim procesima kao $to je
karcinogeneza, sticanje invazivnog potencijala malignih ¢elija i pojava metastaza (128). Poznato je
da prisustvo mezenhimalnih markera predstavlja znak loSe prognoze kod adenokarcinoma pluca
(128), dok je prisustvo E-kadherina kod NSCLC udruzeno sa povoljnom prognozom. EMT proces je
pored uloge u progresiji maligne bolesti 1 nastanku metastaza vazan i kao jedan od potencijalnih
prediktivnih faktora odgovora i rezistencije na ciljanu terapiju EGFR TKI, hemioterapiju i
radioterapiju.

Celije koje prolaze kroz EMT proces karakterisu se gubitkom ekspresije epitelnih markera kao §to je
E-kadherin, ZO-1 i okludin, a povec¢anjem ekspresije mezenhimskih proteina kao $to su vimentin,
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fibronektin i N-kadherin. U ovom procesu dolazi i do aktivacije matriks metaloproteinaza (MMP-2,
MMP-3, MMP-9) §to olakSava kretanje malignim ¢elijama i omogucava sticanje invazivnosti ¢ime
se olakSava diseminacija bolesti u okolna tkiva i istovremeno stvaranje rezistencije na apoptozu (129).
Ovaj komplikovani proces precizno je regulisan interakcijom 3 grupe molekula koje mozemo podeliti
na efektore, transkripcione faktore i ekstracelularne induktore (129). U efektore spadaju molekuli kao
sto je E kadherin, u transkripcione faktore spadaju molekuli iz familije Snail, Slug, zinc-finger E box
binding (Zeb) i Twist, a molekuli koji izazivaju ili provociraju nastanak EMT procesa su TGF- i
molekuli iz familije faktora rasta (engl. growth factor - GF) (131). Uz TGF-B nekoliko signalnih
puteva je uklju¢eno u EMT proces, kao $to su Wnt, Notch i Hedgehog (132). Za aktivaciju ovog
procesa neophodno je prisustvo unutrasnjeg i/ili ekstracelularnog stimulusa koji dovodi do aktivacije
intracelularnog signalnog puta i smanjenja ekspresije E-kadherina (133).

U nekoliko studija dokazano je da EMT moze ukazati na invazivniji i agresivniji tip karcinoma plu¢a
ali nema taj znacaj u ranim stadijumima bolesti (108). Takode, inicijalni EMT status je promenljiv
imajuéi u vidu da tumorske celije menjaju svoje karakteristike usled razlicitih faktora kao Sto je
onkoloska terapija itd. Usled navedenih promena moze do¢i do reverznog procesa mezenhimalno-
epitelijalne tranzicije koji moze dovesti do ponovne senzitivnosti malignih ¢elija na terapiju
primenom EGFR TKI (134), sto se moze iskoristiti u prevazilazenju rezistencije na EGFR TKI.

Notch-1 signaling

U nekoliko studija pokazano je da Notch-1 signalni put ima zna¢ajnu ulogu u nastanku rezistencije
na EGFR TKI kod pacijenata sa NSCLC kroz aktivaciju epitelijalno-mezenhimalne tranzicije (135).
Aberantna aktivacija Notch-1 signalnog puta dovodi do prekomerne ekspresije traskriipcionih faktora
Snail, Slug i Zeb ¢ime dolazi do nastanka rezistencije na EGFR TKI (135).

TGF-$ spada u multifunkcionalne citokine koje stvaraju leukociti i njegova osnovna uloga u
organizmu je antitumorska. Medutim, kod pacijenata sa ve¢ razvijenim malignitetom. TGF-£ ima
protumorski efekat aktivacijom epitelijalno-mezenhimalne tranzicije i procesa tumorske angiogeneze
(133). TGF-p indukuje EMT tako $to se vezuje za svoj receptor i dovodi do fosforilacije Smad 2 i
Smad 3 koji nakon formiranja Smad familije uz Smad 4 aktiviraju transkripcione faktore u nukleusu
(127). Faktori rasta regulisu EMT proces preko svojh tirozin kinaza receptora $to dovodi do aktivacije
PI3K/AKT puta i MAP kinaza i povecane aktivnosti transkripcionih represora kao sto su SNAIL, ZEB
i Twist ¢ime se menja genska ekspresija koja dovodi do smanjene transkripcije epitelnih markera kao
Sto je E-kadherin i1 povecane transkripcije mezenhimalnih markera kao §to je vimentin. Smanjena
ekspresija E-kadherina dovodi do akumulacije  katenina u citoplazmi ¢ime se aktivira alternativni
signalni put EMT procesa preko Wnt i transkripcionih faktora TCF/LEF koji se nalaze u nukleusu
(127).

1.13.1 IGF-1R

Receptor insulinu sli¢nog faktora rasta 1 (IGF-1R) je heterotetrameri¢ni transmembranski protein koji
spada u tirozin kinazne receptore, sastoji se od dve ekstracelularne alfa subjedinice i dve
transmembranske beta subjedinice i smatra se da ima znacajnu ulogu u transformaciji, rastu i
prezivljavanju malignih ¢elija (129). Ovaj receptor ostvaruje svoju ulogu vezujuéi se svojim
ekstracelularnim delom za ligand IGF, ¢ime dolazi do njegove konformacione promene i aktivacije
signalne transdukcije. Uloga IGF-1R opisana je u malignoj transformaciji ¢elija, kao i u ¢elijskoj
proliferaciji, adheziji i apoptozi (136). Ovaj signalni put predstavlja i jedan od znacajnih mehanizama
stecene rezistencije na EGFR TKI ((77).
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Slika 9. Shematski prikaz adaptera i medijatora MET signala.
“MET put je moduliran molekulima povrsine celije, ukljucujuci HER familiju (HER1, HER2 i HER3)
i IGFIR. MET moze aktivirati efektorski molekul fosfatidilinozitol 3-kinaze (PI3K) i signalizirati
preko AKT/protein kinaze B ose, koja aktivira metu osovine rapamicina (mTOR) stimulisuci rast
c¢elija i sintezu proteina. Aktivacija bilo kog PI3K-AKT moze aktivirati NF-kB, koji se zatim moze
osloboditi i stimulisati transkripciju gena nakon Sto se translocira u jezgro. MET aktivacija moze
dovesti do nizvodne aktivacije RAS-MAPK puta. Protein izmenjivaca nukleotida Sin of Sevenless
(SOS) aktivira onkogenski homolog RAS virusnog sarkoma pacova vezivanjem za GRB2 (GRB2-SOS
kompleks). Ovaj kompleks moze aktivirati v-raf onkogen homolog B1 (RAF) kinaze v-raf misjeg
sarkoma, koje sukcesivno aktiviraju MAPK efektor kinazu (MEK), i konacno rezultira aktivacijom
protein kinaze aktivirane mitogenom (MAPK). Aktivacija MET citoplazme signalne kaskade mogu
dodatno da promene celijsku invazivnost, pokretljivost i citoskelet, posredovane preko proteina 1
povezanog sa RAS (RAP1), fokalnog adhezionog kompleksa (FAC) kao i integrinskih veza. MET moZze
dodatno aktivirati nizvodnu osu transduktora signala i aktivatora puta transkripcije 3 (STAT3).
STAT3 se moze aktivirati fosforilacijom nakon direktnog vezivanja za MET, Sto rezultira
dimerizacijom i translokacijom u jezgro i posledicno posreduje u celijskoj proliferaciji,
transformaciji, kao i tumorigenezi i invaziji “.

Preuzeto od Al-Saad et al (2017). The impact of MET, IGF-1, IGF1R expression
and EGFR mutations on survival of patients with non-small-cell lung cancer.

Aktiviran IGF-1R dovodi do fosforilacije PI3K/AKT i MAPK/ERK puta ¢ime se aktivira NF-xB p65
signalni koji menja gensku ekspresiju i indukuje nastanak EMT procesa, a time i nastanak EMT
fenotipa EGFR-mutiranih ¢elija (slika 10) (131). U nekoliko studija je dokazano da rezistencija na
gefitinib moze nastati usled aktivacije IGF-1R na taj na¢in Sto dovodi do povisene regulacije Snail,
Slug i ZEB1/2. Takode je pokazano da prekomerna ekspresija IGF-1R moze biti zasluzna za
produzeno trajanje EMT procesa kod razlic¢itih tipova celija. Supresija IGF-1R ili prekomerna
ekspresija E-kadherina utice na prezivljavanje malignih ¢elija pod uticajem EGR TKI, pa je pokazano
da kod IGF-1R zavisnog EMT postoji povecana ekspresija B-katenina koji se pomera sa celijske
membrane u nukleus, reaguje a transkripcionim faktorima i dovodi do nastanka EMT (133).
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1.13.2 E-kadherin

E kadherin je transmembranski protein koji spada u klasi¢cne kadherine i uklju¢en u proces
meducelijskog povezivanja ¢ime predstavlja metu za represiju transkripcije od strane razlicitih
faktora ukljucenih u EMT proces (137). Spada u Ca-zavisne proteine zaduzene za adheziju celija
klju¢nu u diferencijaciji tkiva i odrzavanju homoeostaze u organizmu regulacijom razliciih signalnih
puteva (130). Ima svoj ekstracelularni domen koji ¢ine 5 subjedinica i citoplazmatski deo koji se
vezuje za a 1 B-katenin ¢ime se formira kadherin-katenin adhezioni kompleks koji se potom vezuje
za F-aktin pomocu adaptera kao $to su ZO1 (zona occludens protein 1) (130). p120 katenin i B-katenin
su ¢vrsto vezani za E-kadherin kompleks, $to sprecava aktivnost Wnt/ B-katenin puta i PI3K puta u
epitelnim celijama (130).

1.13.3 N-kadherin

Neuralni kadherin (N-kadherin) je adhezivni molekul koji takode spada u Ca-zavisne klasi¢ne
kadherine, prisutan je u neepitelijalnim tkivima kao $to su nervne i endotelijalne ¢elije, a cesto je
prekomerno eksprimiran u malignim celijama tumora pluc¢a (130). U fizioloskim uslovima N-
kadherin je odgovoran za meducelijsku adheziju koja je bitna za odrzavanje stabilnosti tkiva i
njihovih dinamickih procesa, a u nervnom tkivu promovise proliferaciju i diferencijaciju neuronskih
progenitornih celija (130). Slicne je grade kao E-kadherin s tim sto se N-kadherin svojim
citoplazmatskim domenom vezuje sa duzu izoformu p120 katenina, dok se E-kadherin vezuje za
kra¢u izoformu p120 katenina (slika 11) (130).
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Slika 10. Struktura E-kadherina i N-kadherina. Na slici su prikazani E-kadherin i N-kadherin koji
formiraju kadherin-katenin kompleks koji se vezuje za citoskeletni element koji sadrzi aktin.
Preuzeto od Loh et al. (2019). The E-Cadherin and N-Cadherin Switch in Epithelial-to-
Mesenchymal Transition: Signaling, Therapeutic Implications, and Challenges.

Smanjenje nivoa ekspresije E-kadherina u procesu epitelijalno-mezenhimalne tranzicije dovodi do
kidanja meducelijskih veza i gubitka polariteta, pa se smatra jednim od glavnih obelezja EMT procesa
(130). Takode je uoceno da agesivniji i invazivniji karcinomi koji su skloni brzom nastanku
metastaza imaju niske nivoe ekspresije E-kadherina (130).
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Slika 11. Signalni putevi ukljuceni u epitelijalno-mezenhimalnu tranziciju. Komunikacija izmedu
mnogobrojnih signalnih puteva uklju¢enih u EMT dovodi do povisene ekspresije EMT
transkripcionih faktora kao §to su SNAII, SLUG, TWIST i ZEB1/2, $§to dovodi do gubitka
epitelijalnih karakteristika i sticanja mezenhimalnih karakteristika ¢elije. Put Wnt/B-kateninindukuje
EMT interakcijom sa TCF/LEF. Faktori rasta ukljucujuci epidermalni faktor rasta (EGF), FGF i
faktor rasta hepatocita (HGF) vezuju se za svoje receptore da bi aktivirali RAS/ERK signalizaciju,
RAS/PI3K signalizaciju i RAS/RAC signalizaciju. Aktivacija RAS/RAC puta zatim dovodi do
reorganizacije citoskeleta povecanjem ekspresije RAC i Cdc42. Hedgehog (HH)/GLI i Janus
kinaza/pretvara¢ signala i aktivator transkripcionih (JAK/STAT) puteva povecavaju ekspresiju
SNAIL i pokrecu EMT program. TGF- 3 put promovise EMT putem Smad ili non-Smad signalizacije.
TGF-b/Smad signalizacija aktivira kompleks Smad2/3 gde kompleks moZe da interaguje sa
transkripcionim faktorima u jezgru da bi pokrenuo EMT, aktivira p38 MAPK put i povecava
ekspresiju HMGAZ2 da bi regulisao N-kadherin. Non-Smad signalizacija aktivira PI3K/AKTsignaling
da izazove EMT potiskivanjem GSK3 i promovisanjem ekspresije NF-kB. NCID otcepljen
aktiviranim Notch putem ¢e se translocirati u jezgro da bi povecao ekspresiju SLUG. N-kadherin
pojacava ekspresiju RhoA da bi ojacao spoj celija-Celija i sproveo preuredenje citoskeleta®.
Skracenice: IL=interleukin;LATS- Veliki supresor tumora;NCID - Urezani intracelularni
citoplazmatski domen; Rho - Ras homolog; PAK=Serin/treonin-proteinkinaza; IAP - Da-povezani
proteini; MEK=Protein kinaza aktivirana mitogenom; SUFU - Supresor spojenog homologa; GLI 1 -
onkogen povezan sa gliomom;JAK - Janus kinaza; STAT - Pretvarac signala i aktivator transkripcije;
NF-kB - Nuclear FactorKappa-pojaciva¢ lakog lanca aktiviranih B ¢elija; HMGAZ2 - Grupa visoke
pokretljivosti A2; EGF - Epidermalni faktor rasta. Preuzeto od Loh at al. The E-Cadherin and N-
Cadherin Switch in Epithelial-to-Mesenchymal Transition: Signaling, Therapeutic Implications, and
Challenges.

Glavno obelezje EMTa je povisen nivo N-kadherina i snizen nivo E-kadherina (130), a u malignoj
bolesti prekomerna ekspresija N-kadherina dovodi do lakSe pokretljivosti malignih celija,
diseminacije bolesti i pojave metastaza. Ovaj molekul uz matriks metaloproteinaze predstavlja metu
za aktivaciju transkripcije (83) N-kadherin svoju funkciju ostvaruje putem aktivacije MAPK/ERK
puta i aktivacijom PI3K puta, a sam EMT indukuje kroz ErbB put kotrolom nivoa faktora rasta
(slikal2) (130).
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The disruption of the Tight Junction occurs at:
1.Detachment of the tumour cell from the primary tumor
2.Intravasation of the tumor cell through the endothelium

3.Extravasation by the circulating tumor cell
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Slika 12. Uloga ¢vrstih veza i okludina u nastanku metastaza.
Preuzeto iz Martin et al: Loss of tight junction barrier function and its role in cancer metastasis.

1.13.4 Okludin

Okludini su transmembranski strukturalni proteini koji predstavljaju sastavni deo ¢vrstih veza (engl.
tight junctions ili lat. zonula occludens) (slikal3). Cvrste veze locirane su u apikobazalnom delu
¢elijske membrane, omogucavaju meducelijsko povezivanje i prave odredenu vrstu ¢elijske barijere,
ali i regulisu meducelijsku permeabilnost (138). Pored okludina u izgradnji ¢vrstih veza ucestvuju i
molekuli koji se zovu klaudini, tricelulini, kao i adhezioni molekuli u koje spadaju zonulin 1,2 i 3,
cingulin, simplekin i aktinski filamenti. Zonulin 1 (ZO-1) ima specifi¢nu ulogu u formiranju ¢vrstih
veza tokom celjske polarizacije, a okludin se akumulira u ZO-1 u epitelijalnim i mezenhimalnim
¢elijama (139). Maligna bolest karakterise se poremecéenom ekspresijom okludina i drugih molekula
koji ucestvuju u stvaraju ¢vrstih veza, $to sve doprinosi nastanku epitelno-mezenhimalne tranzicije
(140). Smanjena ekspresija okludina odgovorna je za progresiju bolesti i nastanak metastaza kod
karcinoma dojke 1 ginekoloskih karcinoma, ali njegov znacaj nije ispitivan kod adenokarcinomu
pluca. Imajuéi u vidu da je tokom metastaziranja tumora neophodno da maligne ¢elije produ kroz
EMT koja podrazumeva sticanje mobilnosti pokazano je da smanjen broj ¢vrstih veza takode moze
imati uticaja na diseminaciju maligne bolesti (141). Takode se smatra da je ekspresija proteina ¢vrste
veze kao Sto je okludin pod uticajem istih faktora kao 1 ekspresija proteina odgvoornihza EMT, pre
svega citokina, faktora rasta i ostalih regulatora, zbog ¢ega tokom EMT procesa dolazi do potpunog
nestanka Cvrstih veza (141). lako je poznato da je EMT proces odgovoran za nastanak steCene
rezistencije na EGFR TKI u NSCLC detaljan proces nije u potpunosti istraZen, te je precizno
poznavanje mehanizma epitelijalno-mezenhimalne trazicije neophodno u otkrivanju novih
molekularnih mehanizama koji mogu sluziti u otkrivanju lekova koji bi prevaziSli nastanak
rezistencije na EGFR TKI.

Ispitivanje mehanizama rezistencije i toksi¢nosti na inhibitore tirozin kinaza dovelo je do razvoja
ciljanih terapeutika narednih generacija koji se bore sa evolutivnom genetickom selekcijom tumora.
Razvoj precizne medicine, sistemskog lecenja i lokalnih ablativnih metoda doveo je do potrebe za
formiranjem novih klini¢kih algoritama koji ¢e uzimati u obzir nove klinicke i molekularne
prediktivne faktore. lako su odredeni mehanizmi rezistencije i toksi¢nosti na EGFR TKI poznati, novi
se svakodnevno otkrivaju, a neki su i populaciono specifi¢ni. S obzirom na to da i dalje ne postoji
konsenzus za njihovo prevazilazenje, neophodna su dodatna istrazivanja koja bi omogucila njihovo
bolje razumevanje. U Srbiji do sada nije sprovedeno nijedno opseznije istrazivanje o odgovoru
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pacijenata obolelih od uznapredovalog adenokarcinoma plu¢a na EGFR TKI, niti o populaciono-
specificnim mehanizmima rezistencije i toksi¢nosti.

45



2 CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ispitivanje demografskih karakteristika pacijenata i karakteristika tumora (pol, starost,
pusacki status, prisustvo inicijalnih metastaza, prisustvo bola pri dijagnozi, performans status, gradus
tumora, hematoloski parametri) kao prediktivnih faktora efikasnosti EGFR TKI terapije u pacijenata
sa uznapredovalim EGFR mutiranim adenokarcinomom pluca (korelacija sa ukupnim
prezivljavanjem (overall survival - OS), prezivljavanjem bez progresije bolesti (progression free
survival — PFS), pojavom rezistencije, toksi¢nosti i kancerskog bola)

Ispitivanje tipa i zastupljenosti mutacija u genu EGFR kao prediktivnih faktora EGFR TKI
terapije u pacijenata sa uznapredovalim EGFR mutiranim adenokarcinomom pluc¢a (korelacija sa
OS, PFS, pojavom rezistencije, toksi¢nosti i kancerskog bola)

Ispitivanje nivoa ekspresije gena IGF-1R, E-kadherin, N-kadherin i okludin kao prediktivnih
faktora EGFR TKI terapije u pacijenata sa uznapredovalim EGFR mutiranim adenokarcinomom
pluéa (korelacija sa OS, PFS, pojavom rezistencije, toksi¢nosti i kancerskog bola).
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3. MATERIJAL | METODE
Za istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije dobijena su odobrenja Nau¢nog veéa (odluka br.
1442-01 od 16.04.2019.) i Etickog odbora (odluka br. 1590-01 od 24.04.2019.) Instituta za onkologiju

i radiologiju Srbije, kao i Eticke komisije Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (odluka br.
1550/1X-4 od 25.09.2019.).

3.1 Pacijenti

Istrazivanje je sprovedeno u periodu od 2013. do 2021. godine na grupi od 101 pacijenta sa
uznapredovalim adenokarcinomom pluca (klinicki stadijum IIIb i IV, performans status 0, 1 ili 2) kod
kojih je potvrdeno prisustvo mutacija u EGFR genu i Kkoji su bili leceni ili su i dalje na terapiji
inhibitorima tirozin kinaza na Institutu za onkologiju i radiologiju Srbije. Dijagnoza uznapredovalog
adenokarcinoma pluc¢a bic¢e postavljena u skladu sa kriterijumima osmog izdanja Internacionalne
asocijacije za istrazivanje karcinoma plu¢a (IASLC). Kriterijumi za ukljucivanje u studiju
podrazumevali su: starost preko 18 godina, Kklinicki i patohistoloski potvrdenu dijagnozu
uznapredovalog adenokarcinoma plué¢a, Klini¢ki stadijum Illb i 1V, performans status 0, 1 ili 2,
potvrdeno prisustvo mutacija u EGFR genu i postojanje adekvatnog klini¢kog pracenja od minimum
godinu dana nakon zapocinjanja EGFR TKI terapije na Institutu za onkologiju i radiologiju Srbije.
Formirana je baza podataka pacijenata na osnovu informacija dobijenih iz centralnog informacionog
sistema Heliant koji se koristi na Institutu za onkologiju i radiologiju Srbije. Pacijenti su tretirani
EGFR inhibitorima tirozin kinaza prve generacije u prvoj liniji do progresije ili neprihvatljive
toksi¢nosti. Analizirani su demografski podaci (pol i starost pacijenata), klinicke manifestacije
bolesti, pusacki status, performans status, TNM stadijum bolesti pri postavljanju dijagnoze, gradus
tumora, lokalizacija inicijalnih metastaza, komorbiditeti, hematoloski parametri, prisustvo bola pri
dijagnozi i tokom terapije, tip EGFR mutacije, duzina primene TKI, odgovor na terapiju (SD —
stabilizacija bolesti, PR — parcijalna regresija, CR — kompletna regresija, PD — progresija bolesti),
prezivljavanje bez progresije bolesti (eng. Progression Free Survival, PFS), ukupno prezivljavanje
(eng. Overal survival, OS,) toksi¢nost na TKI i rezistencija na terapiju.

Odgovor na TKI, toksi¢nost terapije i razvoj rezistencije bili su procenjivati na redovnim kontrolama.
Odsustvo primarne rezistencije se procenjivalo nakon prva 3 meseca primene leka i definisano je kao
bilo koji klinicki odgovor koji ne podrazumeva progresiju bolesti. Pod steCenom rezistencijom se
smatrala pojava progresije bolesti kod pacijenata koji su inicijalno (nakon prva tri meseca) pokazali
dobar odgovor na TKI. Toksi¢nost na TKI se procenjivala prema kriterijumima 5.0 verzije CTCAE
— Common Terminology Criteria for Adverse Events.

Prisustvo bola pri dijagnozi i tokom terapije prijavljivana je kori§¢enjem Pain — Related Patient -
Reported Outcomes.

Ukupno prezivljavanje (OS) bilo je definisano kao vreme koje protekne od postavljanja dijagnoze do
smrti bolesnika ili poslednje klinicke kontrole, a prezivljavanje bez progresije bolesti (PFS) kao
vreme od postavljanja dijagnoze do pojave progresije, smrtnog ishoda ili poslednje kontrole za
bolesnike koji nisu progredirali.

3.2 Procena nivoa bola i antidolorozna terapija

Nivo bola procenjen je primenom dve metode — numerickom skalom za procenu bola (NRS) i
verbalnom deskriptivnom skalom (VDS) pre otpocinjanja terapije inhibitorima tirozin kinaza, kao 1
tokom primene ovih lekova. Odgovor na antidoloroznu terapiju procenjen je nakon 3 meseca
primenom NRS i VDS. U isto vreme vrsena je radiografska (CT grudnog kosa i gornjeg sprata
abdomena) i klinicka procena efikasnosti terapije inhibitorima tirozin kinaza. Numeri¢ka skala
procene nivoa bola podrazumevala je samoprocenu intenziteta bola od strane pacijenata na skali od
0 do10, pri cemu 0 predstavlja stanje bez bola, a 10 najjaci bol. Bol blagog intenziteta predstavlja
vrednost NRS od 1 do 3, umereni bol vrednost NRS od 4 do 6, a jak bol vrednost NRS od 7 do 10.
Kod pacijenata koji su imali poteskofa da procene intenzitet bola primenom numericke skale
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koris¢ena je verbalna deskriptivna skala koja je ukljucivala nekoliko opisnih fraza koje su se odnosile
na razlicit intenzitet bola (npr. ,,bez bola “, ,,blagi bol“, ,,umeren bol®, ,,jak bol“, ,najgori bol koji se
moze zamisliti®). U antidoloroznoj terapiji primenjeni su acetaminofen, nesteroidni antiinflamatorni
lekovi, kai i slabi i jaki opioidi. Terapija zracenjem jednom dozom od 8 Gy i dva rezima dugog kursa,
ukljucujuéi 20 Gy u 5 frakcija i 30 Gy u 10 frakcija, koris¢eni su kod pacijenata sa bolnim
metastazama na kostima.

3.3 Odredivanje hematoloskih parametara

Periferna krv sa etilendiamintetrasiréetnom kiselinom (EDTA) dobijena je venepunkcijom pre
otpocinjanja primene TKI, a rezultati kompletne krvne slike sa leukocitarnom formulom dobijeni su
iz elektronskih medicinskih kartona pacijenata. Analizirani su slede¢i hematoloski parametri: odnos
neutrofila i limfocita (NLR), trombocita i limfocita (PLR), trombocita i monocita (PMR), limfocita i
monocita (LMR) i neutrofila i monocita (NMR).

3.4 Materijal za analizu

Formalinom fiksirani parafinom ukalupljeni uzorci (Formaline-fixed, paraffin-embedded - FFPE)
uzorci tumora pluca dobijeni bronhoskopijom, transbronhijalnom iglenom biopsijom,
transtorakalnom iglenom biopsijom ili VATS biopsijom pacijenata obolelih od uznapredovalog
adenokarcinoma pluca uzeti pre primene EGFR TKI pregledani su od strane specijaliste klinicke
patologije. 1z parafinskih kalupa su izolovane DNK i RNK, pri ¢emu je DNK bila polazni material za
analizu mutacija u genu EGFR (egzoni 18-21), a RNK polazni material za analizu ekspresije gena
IGF-1R, N-kadherin, E-kadherin i okludin.

Sve eksperimentalne analize izvedene su u Laboratoriji za molekularnu genetiku Instituta za
onkologiju i radiologiju Srbije (IORS) kao eksperimentalna studija i podrzane su od strane
Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja. Pre izvodenja molekularnih analiza pribavljen je
informisani pristanak pacijenata za ucescée u ispitivanju).

3.5 I1zolovanje DNK i RNK i dobijanje Cdnk
DNK i RNK su izolovane iz FFPE uzoraka (3-4 isecka debljine 10 pm) pomo¢u QIAamp DNA FFPE
Tissue Kit-a, odnosno pomo¢u RNeasy FFPE Kit (QIAGEN) prema preporukama proizvodaca.

3.5.1 Izolovanje DNK iz parafinskih uzoraka pomoc¢u RNeasy FFPE Kit-a (QIAGEN) —

Izolovanje DNK iz parafinskih uzoraka pomo¢u QIAamp DNA FFPE Tissue Kit-a (QIAGEN) se
vrsio na sledeé¢i nac¢in. U mikrotubu od 1,5 mL u kojoj se nalaze ise¢ci FFPE uzorka tumora dodato
je 1 mL ksilola, promesano vorteksom 10 sekundi. Nakon toga uzorak je centrifugiran na
maksimalnoj brzini (14000 rpm, 5417 R Centrifuge, Eppendorf) 2 minuta na sobnoj temperaturi.
Pipetom je izvucen supernatant i u njega dodat 1 ml etanola (96-100%) i centrifugiran na maksimalnoj
brzini (14000 rpm) 2 minuta na sobnoj temperaturi. Pipetom je izvucen supernatant (izvucen sav
etanol najmanjom pipetom). Nakon toga su otvorene ependorfice i inkubirane na sobnoj temperaturi
10 minuta dok sav etanol nije ispario. Talog je resuspendovan u 180 uL. ATL pufera, nakon ¢ega je
dodato 20 uL proteinaze K i dobro promesali vorteksom. Nakon toga smo uzorak inkubirali na 56°C
1h, a zatim na 90°C 1h. Posle inkubacije dodali smo 200 pL pufera AL kao i 200 pL etanola (96-
100%) i jako vorteksovali. Pazljivo smo prebaciti ceo lizat na QIAamp MinElute kolonicu, bez
kvaSenja oboda i centrifugirali na 8000 rpm 1 minut na sobnoj temperaturi. Ako lizat nije potpuno
prosao kroz membranu kolonice nakon centrifugiranja, ponovo smo centrifugirali na 10000 rpm 1
minut dok se kolonica ispraznila. Nakon toga dodali smo 500 uL pufera AW1 bez kvasSenja oboda i
centrifugirali na 8000 rpm 1 minut. Sledilo je dodavanje 500 uL pufera AW2 bez kvasenja oboda i
centrifugiranje na 8000 rpm 1 minut. Prebacili smo kolonicu u novu tubicu i centrifugirali na 14000
rpm 3 minuta da bi se potpuno osusila membrana. Sledilo je prebacivanje kolonice u ¢istu ependorficu
(1,5 mL) koja nije u kit-u i dodali 50 pL ATE pufera na centar membrane i inkubirali na sobnoj
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temperaturi 5 minuta, pa centrifugirali na 14000 rpm 1 minut. Ependorficu sa eluiranim uzorkom
DNK obelezili i staviti na -20°C.

3.6 I1zolovanje RNK iz parafinskih uzoraka pomo¢u RNeasy FFPE Kit-a (QIAGEN)

U mikrotubu od 1,5 mL u kojoj se nalaze ise¢ci FFPE uzorka tumora dodali smo 1 mL ksilola, jako
vorteksovati 10 sekundi i zatim centrifugirali 2 min na 14 000 rpm (5417 R Centrifuge, Eppendorf).
Pazljivo smo ukloniti supernatant pipetiranjem i dodali 1 mL etanola (96-100%) na talog,
vorteksovati i centrifugirali 2 min na 14 000 rpm kako bi se uklonio zaostali ksilol. PazZljivo smo
uklonili supernatant pipetiranjem, pa inkubirali na sobnoj temperaturi (ili do 37 °C) 10 min. Dodali
smo 240 pL pufera PKD, pa zatim 10 pL proteinaze K. Nakon toga smo uzorak inkubirali na 56 °C
15 min, a zatim na 80 °C 15 min. Izlupali smo led za naredne korake. Inkubacija na 80 °C je kriti¢an
korak jer delimi¢no otklanja modifikacije nukleinskih kiselina nastale formaldehidom, tako da smo
sacekali da se temperatura popne na 80 °C pre nego §to smo zapoceliinkubaciju od 15 minuta. Duze
vreme ili viSa temperatura mogu rezultovati u dobijanju viSe fragmentisane RNK. Zatim smo
prebacili bistru fazu u novu ependorficu od 2 mL i inkubirali na ledu 3 minuta, zatim centrifugirali
15 min na 13 500 rpm. Supernatant smo prebacili u novu mikrotubicu vode¢i ra¢una da se ne zahvati
talog (talog sadrzi nerastvorljive tkivne ostatke ukljucujuéi i ’crosslinked” DNK). Dodali smo DNase
booster pufer u koli¢ini jednakoj desetini ukupne zapremine uzorka (okvirno 25 pL) 1 10 pL Stoka
DNase i rastvora. Zatim smo centrifugirali kratko da bi se sakupili ostaci te¢nosti sa strana i inkubirali
na sobnoj temperaturi 15 min. Dodali smo 500 pL pufera RBC da bi se podesili uslovi za vezivanje i
dobro promesali lizat, a nakon toga dodali 1200 pl etanola (100%) i izmesali dobro pipetiranjem.
Prebacili smo 700 pL uzorka, ukljuéujudi i bilo koji precipitat koji se formirao, u RNeasy MinElute
spin kolonicu koja se nalazi u 2 mL kolekcionoj tubici. Sledilo je centrifugiranje 15 sekundi na preko
10 000 rpm. Ponavljali smo prethodni korak dok sav uzorak ne prode kroz RNeasy MinElute spin
kolonicu. Nakon toga dodali smo 500 pL RPE pufera i centrifugirali 15 sekundi na preko 10 000 rpm,
a zatim 500 pL RPE pufera i centrifugirali 2 minuta na preko 10 000 rpm da bi se isprala membrana
kolonice. Nakon centrifugiranja pazljivo smo vadili kolonicu kako ne bi dosla u kontakt sa te¢noséu
koja je prosla kroz nju. Posle prebacivanja kolonice u novu 1,5 mL kolekcionu tubicu dodavali smo
30 pL RNase-free vode direktno na membranu kolonice i centrifugirati 1 min na 14 000 rpm da bi se
RNK eluirala.

Kvalitet 1 koli¢ina izolovanih uzoraka DNK 1 RNK bili su procenjeni spektrofotometrijski koristeci
BioSpec-nano UV-VIS speckrofotometar (Shimadzu Scientific Instruments). Spektofotometrijsko
odredivanje koli¢ine DNK 1 RNK zasnovano je na osobini purinskih i pirimidinskih baza da apsorbuju
svetlost talasne duzine 260 nm, a intenzitet je direktno proporcionalan koncentraciji nuklinskih
kiselina u uzorku ¢ija se apsorbancija meri. Koncentracija uzoraka izrazena je u ng/uL, a svi izolovani
uzorci su bili zadovoljavajuceg kvaliteta za nishodne analize (odnos A260/A280 u opsegu 1,7-1,9.).

3.7 Detekcija mutacija u genu EGFR

[zolovana DNK kori$¢ena je za odredivanje mutacija u genu EGFR metodom kvantitativnog PCR u
realnom vremenu (qRT-PCR) koristec¢i dijagnosticki validirani cobas® EGFR Mutation Test v2
(Roche Diagnostics) na aparatu cobas® z 480 analyzer, prate¢i uputstva proizvodaca. Ovaj test ima
sposobnost detekcije 42 mutacije u egzonima 18-21 gena EGFR (29 delecija u egzonu 19, bez
mogucnosti razlikovanja medu njima, kao 1 5 insercija u egzonu 20 i 3 promene oznacene kao G719X
u egzonu 18. Obrada podataka bila je izvedena pomocu automatizovanog cobas® softverskog paketa,
a limit detekcije ovog testa je 5%.
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Slika 13. Shematski prikaz analize mutacija u EGFR genu metodom kvantitativnog PCR u realnom
vremenu (QRT-PCR) koristec¢i cobas® EGFR Mutation Test v2 (Roche Diagnostics) na aparatu
cobas® z 480 analyzer.

Sekvenciranje uzoraka DNK rezistentnih uzoraka bilo je izvedeno na aparatu ABI Prism 310 Genetic
Analyzer u cilju potencijalne detekcije rezistentnih mutacija u EGFR genu koje nisu prisutne u
cobas® EGFR Mutation Test Kitu. Analiza dobijenih rezultata vrSila se uz pomo¢ programa
Sequencher DNA Sequence Analysis Software i dostupnih baza podataka na internetu.

3.8 Sinteza komplementarne cDNK iz RNK

Reverzna transkripcija (RT) podrazumeva reakciju sinteze jednolancane DNK (engl. complementary
DNA, cDNA) iz uzorka RNK Kkatalizovanu enzimom reverznom transkriptazom. U reakciji je
koris¢en High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-a (Thermo Fisher Scientific). U reakcionu
smesu je dodato 2 ug RNK, 2 pL 10x RT pufera, 1 uL 10 x nasumi¢nih heksamer prajmera, 1 uL
nukleotida 10X dNTP-ova (100mM), 1 pL MultiScribeTM reverzne transkriptaze, 1 pL inhibitora
ribonukleaza i voda do ukupne zapremine od 20 pL. Reakcija je izvedena kori§¢enjem programa: 10
minuta na 25°C, 2h na 37°C i 5 minuta na 85°C u PCR aparatu MasterCycler Gradient (Eppendorf).

3.9 Analiza ekspresije gena

Nivoi ekspresije MRNK gena IGF-1R, N-kadherin, E-kadherin i okludin bili su analizirani gRT-PCR
metodom primenom TagMan® Gene Expression Assays specificnih za svaki gen 1 TagMan® Gene
Expression Master Mix (Applied Biosystems) na aparatu Applied ABI Prism 7500, koriS¢enjem
odgovaraju¢e cDNK kao matrice. Svaki uzorak je uraden u triplikatu u tri nezavisna eksperimenta i
srednja vrednost Ct je koriS¢ena za dalju analizu. Analiza podataka bila je uradena klasicnom ddCt
metodom uz koriS¢enje gena GAPDH kao interne kontrole i nezavisnog kalibratora koji je koris¢en
u svakom eksperimentu.

3.10 Statisticke metode

Za testiranje normalne distribucije podataka koris¢eni su Kolmogorov—Smirnov i Shapiro-Wilk
testovi. Deskriptivne metode statisti¢kih analiza (frekvencija, procenti, srednja vrednost, medijana,
greske, opseg) koriS¢ene su pri sumiranju podataka. Za poredenje karakteristika bolesti izmedu
podgrupa koris¢eni su Kruskal-Wallis, Wilcoxon rank sum, Pearson chi-square i Fisher exact testovi.
Za ispitivanje diskriminatornog potencijala EGFR mutacija i ekspresija EMT gena izmedu razli¢itih
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podgrupa primenjen je Receiver Operating Characteristics curve (ROC) metod kao i Area Under the
ROC curve uz DeLong test za dve povezane ROC krive. Spearmanov rho koeficijent i model linearne
regresije koriS¢eni su za ispitivanje linearne korelacije izmedu ekspresija razli¢itih gena. Za analizu
ukupnog prezivljavanja (OS) i prezivljavanje bez progresije bolesti (PFS) koris¢ene su Survival
analize: Kaplan-Meier product limit metod za graficku prezentaciju; medijana sa odgovaraju¢im 95%
intervalom pouzdanosti (95% CI) za deskripciju i Log-rank test za testiranje razlika izmedu kriva za
ukupno prezivljavanje. Cox proporcionalna hazard regresija (univarijantna) koris¢ena je za procenu
statisti¢ki znacajnih faktora koji imaju uticaj na OS i PFS: Hazard Ratio (HR) sa odgovaraju¢im 95%
CI koris¢en je za deskripciju i Likelihood ratio test za statisticko testiranje. StatistiCke analize su
uradene u programu R (version 3.3.2 (2016-10-31). Nivo statisticke zna¢ajnosti u svim analizama bio
je postavljen na 0=0,05, a Bonferroni korekcija uradena za multipla testiranja za isti set podataka.
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4 REZULTATI

4.1 Ispitivanje uticaja demografskih karakteristika ispitivane grupe pacijenata na
prezivljavanje

U periodu od 2011-2020. godine izvedeno je centralizovano testiranje 5650 uzoraka pacijenata tokom
koga su otkrivene mutacije u EGFR genu u 9,8% slu¢ajeva. Prose¢na starost nasih ispitanika je bila
61,7 (£11.1) godina, viSe od polovine pacijenata bilo je Zenskog pola (65,3%). Najvec¢i broj ispitanika
(81,1%) inicijalno je bilo dobrog opsteg stanja — ECOG 1, dok su polovinu grupe ¢inili puSaci
(48,5%). Ostale klinicke karakteristike pacijenata nalaze se u Tabeli 1.

Tabela 15. Karakteristike pacijenata u trenutku postavljanja diagnoze

Karakteristike pacijenata Broj pacijenata (%)
N=101
Starost
Meanzsd 61,7+11,1
Pol
Zenski 66 (65,3)
Muski 35 (34,7)
Performansstatus (PS)"
ECOG 0 5 (5)
ECOG 1 82 (81,1)
ECOG 2 8(7,9)
ECOG 3 5(5)
ECOG 4 1(1)
Pusacki status
Nepusac 45 (44.6)
Pusa¢ 49 (48,5)
Nepoznato 7(6,9)

* ECOG PS - The Eastern Cooperative Oncology Group performan status (142)

Vecina pacijenata u nasoj studiji dijagnostikovana je u metastatskom stadijumu bolesti (91%) (tabela
16).

Tabela 16. Stadijum bolesti pre pocetka primene EGFR TKI

TNM stadijum Broj pacijenata (%0)
N=101
b 10 (10)
v 91 (91)
T stadijum

52



TO 5(5)
Tl 4 (4)
T2 36 (35,6)
T3 25 (24,8)
T4 27 (26,7)
TX 4 (4)
N stadijum
NO 26 (25,7)
N1 20 (19,8)
N2 43 (42,6)
N3 12 (11.9)
M stadijum
Bez metastaza 10 (9,9)
Mla 38 (37,6)
M1b 28 (27,7)
Mlc 25 (24,8)

T — veli¢ina tumora; N — zahvacenost limfnih ¢vorova; M — prisustvo metastaza. M1a - tumor u
kontralateralnom plu¢nom krilu ili pleuralni/perikardijalni nodus/maligna efuzija; M1b — pojedina¢na
ekstratorakalna metastaza koja ukljucuje pojedina¢ni neregionalni limfni ¢vor; Mlc — multiple
ekstratorakalne metastaze u jednom ili viSe organa.

Medijana ukupnog prezivljavanja pacijenata u nasoj studiji je 21 mesec (15,2-26,7 Cl 95%). Medijana
PFS u celoj grupi bila je 10 meseci (7,4-12,5 Cl 95%) (slika 14). Trecina pacijenata (34%) je u
trenutku analize podataka i dalje bilo zivo.
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Slika 15. Prezivljavanje bez progresije bolesti (PFS) ispitanika po mesecima

U analiziranoj grupi pacijenata razlika u PFS je detektovana u zavisnosti od tipa EGFR mutacija
[p=0,005, Log-rank (Mantel-Cox)]. Srednji PFS je bio znacajno duzi kod pacijenata sa ex19del i
L858R mutacijom nego kod pacijenata sa redim mutacijama kao $to su ex20Ins, L861Q and G719X
[12,0 meseci (10,0 — 14.0, CI 95%) vs. 5,0 (2,9 — 7,1 Cl 95%), p=0,001, Log-rank (Mantel-Cox)]
(Fig2d) (slika 15). Znacajan efekat tipa EGFR mutacija na OS nije potvrden.
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Log-rank (Mantel-Cox)] (Slika 16 i 17). Medutim, nije pokazana statisticka znacajnost u duzini OS
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Slika 17. Uticaj pola na PFS

Cl 95%), p=0,021, Log-rank (Mantel-Cox)].

4.2 Detekcija mutacija u EGFR genu i uticaj na prezZivljavanje

EGFR mutacije su ¢eS¢e detektovane kod pacijenata zenskog pola (p<0.001), a dva najcesca tipa
mutacija (88%) bili su delecija egzona 19 i tackasta mutacija L858R u egzonu 21 za koje je
karakteristi¢éno da pokazuju najvecu senzitivnost na TKI (slika 18). Samo 12% pacijenata imalo je
neki od retkih tipova EGFR mutacija, kao sto su L861Q(2%),G719X (4%) i insercije (5,9%). Dva

pacijenta bili su dupli mutanti.
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Slika 19. Krive (a) vremena bez progresije bolesti (PFS) i (b) ukupnog prezivljavanja (OS) u celoj
grupi pacijenata le¢enih sa EGFR-TKI. VVreme bez progresije bolesti (PFS) (c) spram tipa EGFR
mutacije i (d) kod pacijenata sa ¢estim aktiviraju¢im EGFR mutacijama (ex19del i L858R) u
poredenju sa pacijentima sa retkim EGFR mutacijama (ex20Ins, L861Q i G719X). P vrednosti su
dobijene primenom Log-rank (Mantel-Cox) testa, a statisti¢ki zna¢ajne vrednosti oznacene su sa *.

Postoji statisticki znacajna razlika (p=0.001) u duzini vremena bez progresije bolesti (PFS) kod
pacijenata sa Cestim aktiviraju¢im EGFR mutacijama (delecija egzona 19 i tackasta mutacija
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L858R) kod kojih je bila 15 meseci u poredenju sa pacijentima sa retkim EGFR mutacijama
(insercija egzona 20, L861Q i G719X) koja je bila 5 meseci.

4.3 Uticaj hematoloskih parametara na PFS, OS i toksi¢nost terapije

Efekat razli¢itih hematoloskih parametara odgovora na terapiju i prezivljavanje je inicijalno
procenjen primenom ROC kriva i njihovih grani¢nih vrednosti (ROC cut-off values). Medutim, u
0VOj grupi pacijenata parametri NLR, PLR, PMR i LMR nisu potvrdeni kao znacajni prediktori PFS
ili OS. Pacijenti sa NMR<12,62 su imali duzi PFS u poredenju sa pacijentima sa viSim vrednostima
NMR, ali bez dokazane statisticke znacajnosti [12,0 meseci (9,8 — 14,2, Cl 95%) vs. 10,0 (1,9 - 18,1
Cl 95%), p=0,054, Log-rank (Mantel-Cox)] (Fig3a), i znacajno duzi OS [20,0 meseci (15,1 — 24,8,
Cl 95%) vs. 11.0 (3,5 — 18,5 CI 95%), p=0,010, Log-rank (Mantel-Cox)] (Fig3b). Efekat NMR je
dalje analiziran na podgrupama pacijenata koji su imali aktiviraju¢e mutacije ex19del i L858R i
potvrdeno je da su pacijenti sa NMR<12,62 imali duzi PFS u poredenju sa pacijentima koji su imali
vise vrednosti NRM, iako statisticka znacajnost nije postignuta [13.0 meseci (10,7 — 15,3, CI 95%)
vs. 10,0 (4,0 — 16,0 Cl 95%), p=0,066, Log-rank (Mantel-Cox) (slika 20).

a) b) c)

Cum Survival
Cum Survival
Cum Survival

PFS [months) 08 [months) PFS [months)

Slika 20. Krive (a) vremena bez progresije bolesti (PFS) i (b) ukupnog preZivljavanja (OS)
pacijenata primenom ROC vrednosti preseka za neutrofil-monocit odnos (NMR) od 12,62. (c) kriva
vremena bez progresije bolesti (PFS) podgrupe pacijenata sa ex19del+L858R primenom ROC
grani¢nih vrednosti za neutrofil-monocit odnos (NMR) od 12,62. P vrednosti su dobijene primenom
Log-rank (Mantel-Cox) testa.

Znacaj hematoloskih parametara kao prediktora toksi¢nosti na terapiju EGFR TKI u globalu ili znacaj
ovih parametara kao prediktora specifi¢nih vrsta toksi¢nosti ispitivan je koriS¢enjem eksperimentalo
dobijenih i literaturnih ROC vrednosti preseka primenom univarijantne i multivarijantne cox
regresione analize. Od svih analiziranih hematoloSkih parametara koriste¢i ROC vrednost iz nase
studije i iz literaturnih podataka pacijenti sa NLR>2,9 su ¢es¢e imali znakove toksi¢nosti na primenu
EGFR TKI, narocito paronihiju (p=0.060, Pirsonov Hi kvadrat test) i dijareju (p=0,035, Pearson Chi-
Square test). Pacijenti sa LMR<2,5 znacajno su manje imali registrovanu paronihiju (p=0,031,
Pearson Chi-Square test) i dijareju (0,007, Pearson Chi-Square test), dok su pacijenti sa PLR>190
imali ¢eSc¢e paronihiju (p=0,058, Pearson Chi-Square test), dijareju (p=0,044, Pearson Chi-Square
test) 1 hiperbilirubinemiju (p=0,077, Pearson Chi-Square test).
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4.4 Ispitivanje pojave progresije na prvu liniju TKI
Vecina pacijenata (84%) je inicijalno ostvarila povoljan odgovor na terapiju u vidu stabilizacije
bolesti (SD) ili parcijalne regresije (PR). Samo 2 bolesnika imala su kompletnu regresiju bolesti.

Najbolji odgovor na TKI
45

40
35
30
25
20
15

10

CR PR SD PD

mCR ®mPR SD mPD
Slika 21. Najbolji odgovor na TKI. CR —kompletna regresija, PR — parcijalna regresija, SD-
stabilna bolest, PD- progresija bolesti.

Kod 15% pacijenata sa EGFR pozitivnim uznapredovalim adenokarcinomom pluca inicijalno nije
postignut povoljan odgovor na primenu EGFR TKI, ve¢ je u prva tri meseca od pocetka terapije
registrovana progresija bolesti (slika 21).

Primarna rezistencija

M Bez primarne rezistencije

M Sa primarnom rezistencijom

Slika 22. Primarna rezistencija — izostanak odgovora u prva 3 meseca terapije EGFR TKI.

Pokazana je statisticki znacajna razlika izmedu pacijenata muskog i Zenskog pola (p=0,006) i pojave
primarne rezistencije na primenu EGFR TKI. Medutim, nije pokazana stisti¢ki znacajna razlika medu
pacijentima u odnosu na pusacki status i pojavu primarne rezistencije na EGFR TKI (p=0,752) (slika
22, tabela 17).
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Tabela 17.

Primarna rezistencija na EGFR TKI u odnosu na pol i puSacki status

Bez primarne Sa primarnom
rezistencije rezistencijom 0
N (%) N (%)

Pol muski 25 (29,8) 10 (66,7)
Fenski 59 (70,2) 5 (33,3) 0,006

Pusacki nepusaé 37 (47,4) 6 (42,9)
status 0752

bivsi/sadas$nji 41 (52,6) 8 (57,1) ;
pusac

Kod vecine bolesnika (91%) je u nekom trenutku od pocetka terapije EGFR TKI u prvoj liniji
registrovana progresija bolesti, stoga je trenutno samo 9% pacijenata aktuelno na ciljanoj terapiji
primenom EGFR TKI (slika 23).

Progresija bolesti na prvu liniju TKI

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

mda mne

Slika 23. Progresija bolesti na prvu liniju EGFR TKI.

4.5 Ispitivanje neZeljenih efekata primene EGFR TKI

Nezeljeni efekti terapije detektovani su kod 73 (72%) pacijenata lecenih sa TKI, dok je 97 % njih
ispoljilo maksimalnu toksi¢nost gradusa 2 (Tabela 17). Najcesc¢i nezeljeni efekti TKI bili su kozni ra§
(63%), paronihija (24%), dijareja (33%), poremecaj parametara funkcije jetre (19%), ocna toksic¢nost
(6%) 1 bubrezna slabost (4%). Ni kod jednog pacijenta terapija TKI nije prekinuta u potpunosti usled
razvoja neZeljenih efekata, niti je registrovan gradus 4 toksi¢nosti. NajceS¢e su registrovani neZeljeni
efekti gradusa 11 2, dok se gradus 3 koZnog rasa ispoljio kod 4 pacijenta, paronihije kod 4 pacijenta,
a skok transaminaza od 5 pacijenta (143).
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Tabela 18. Toksi¢nost na primenu EGFR TKI kod analizirane grupe pacijenata

Tip toksi¢nosti Broj pacijenata (%)
N=101
KozZni ras 63 (6,3)
gradus 1 48 (47,5)
2 11 (10,9)
3 4 (4,0)
Paronhija 24 (23,8)
gradus 1 14 (13,9)
2 6 (5,9)
3 4 (4,0)
Dijareja 33 (33,4)
gradus 1 25 (25,3)
2 8 (8,1)
Skok transaminaza 17 (16,8)
gradus 1 9(8,9)
2 3(3,0)
3 5 (4,9)
Hiperbilirubinemija
gradus 1 2 (2,0)
Oc¢na toksi¢nost
gradus 1 6 (5,9)
Bubrezna slabost
gradus 1 4 (4,0)

Pokazana je statistiCki znacajna razlika izmedu pacijenata muskog i Zenskog pola (¢eSce kod Zenskog
pol)a (p=0.006) i pojave toksi¢nosti na primenu EGFR TKI, dok nema statisticki znacajne razlike u
pojavi toksi¢nosti na EGFR TKI kod pacijenata u odnosu na pusacki status (p=0.918) (tabela 18).

Tabela 19: Toksi¢nost na primenu EGFR TKI u odnosu na pol i pusacki status

Bez znakova Sa znakovima
toksi¢nosti toksi¢nosti D
N (%) N (%)
Pol muski 15 (57,7) 20 (27,4)
Zenski 11 (42,3) 53 (72,6) 0.006
nepusac 11 (45,8) 32 (47,1)
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bivii/sadasnji 13 (52,4) 36 (52,9) 0.918

pusa¢é

Pusacki
status

4.6 Ispitivanje prisustva i efikasnosti leCenja kancerskog bola
U trenutku postavljanja dijagnoze bol je registrovan kod 41 (41 %) pacijenata i bio je znacajno
povezan sa prisustvom metastaza (p<0.001) (Tabela 18).

Tabela 20. Prisustvo bola u trenutku postavljanja dijagnoze kod pacijenata sa EGFR mutiranim
adenokarcinomom pluca

Karakteristike pacijenata Bez bola sa bolom p
N (%) N (%) vrednost
Starost (srednja vrednost) 63 60 0,109
Pol Muskarci 18 (30) 17 (41,5)
Zene 42 (70) 24 (58,5) 0,234
Performans status (PS) ECOGO 5 (8,3) 0 (0)
ECOG 1 48 (80) 33 (80,5)
ECOG 2 4 (6,7) 5(12,2) 0,080
ECOG 3 2(3,3) 3(7,3)
ECOG 4 1(1,7) 0 (0)
Pusacki status Nepusac 30 (53,6) 15 (39,5)
Pusac 26 (46,4) 23 (60,5) 0,179
TNM stadijum B 8 (13,3) 2(4,9)
v 52 (86,7) 39 (95,1) 0,195
Prisustvo metastaza Bez 8 (13,3) 2 (4,9
metastaza
M1la 29 (48,3) 9 (22,0) <0,001
M1b 14 (23,3) 14 (34,1)
Mic 9 (15) 16 (39)

M1a - tumor u kontralateralnom pluénom krilu ili pleuralni/perikardijalni nodus/maligna efuzija.
M1b — pojedina¢na ekstratorakalna metastaza koja uklju¢uje pojedinac¢ni neregionalni limfni ¢vor,
M1c — multiple ekstratorakalne metastaze u jednom ili viSe organa. Statisticki znacajne vrednosti su
prikazane u boldiranom format.

Analiza prisustva bola kod pacijenata sa metastatskim lezijama na razli¢itim lokalizacijama pokazala
je da je bol cesce prisutan kod pacijenata sa koStanim metastazama i metastazama u nadbubeznim
zezdama (Tabela 19). Razli¢iti tipovi EGFR mutacija nisu bili znacajno povezani sa prisustvom bola
(p=0,351) kada je vrSeno poredenje najée$¢ih EGFR mutacija (egzon 19 delecija, L858R tackasta
mutacija u egzonu 21) naspram retkih mutacija (L861Q, G719X, egzon 20 insercija, S768l, dupli
mutanti).
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Tabela 21. Lokalizacija metastaza povezanih sa prisustvom bola u trenutku postavljanja dijagnoze

bez bola | sabolom p
Mesto metastaze (meta) N (%) N (%) vrednost

Jetra bez meta na jetri 46 (76,7) | 35(85,4)

sa meta na jetri 14 (23,3) 6 (14,6) 0,281
Kosti bez meta na kostima | 55 (91,7) | 19 (46,3)

sa metas na kostim 5(8,3) 22 (53,7) | <0,001
Neregionalni limfni ¢vorovi bez meta na Igl. 58 (96,7) | 38(92,7)

(Igl.) 0,393

sa meta na Igl. 2 (3,3) 3(7,3)

Perikard bez meta na perikardu | 53 (88,3) | 36 (87,8)

sa meta na perikardu | 7 (11,7) 5(12,2) 1,000
Mozak bez meta na mozgu 53(88,3) | 38(92,7)

sa meta na mozgu 7(11,7) 3(7,3) 0,736
Pluéa bez meta na plu¢ima | 34 (56,7) | 24 (58,5)

sa meta na plu¢ima | 26 (43,3) | 17 (41,5) 0,852
NadbubreZne Zlezde bez metanaadr.gl. | 58(96,7) | 34 (82,9)

(adr gl.) 0,029
sa meta na adr. gl. 2(3,3) 7(17,1)
Maligni pleuralni izliv bez pleuralnog izliva 33 (55) 21 (51,2)

sa pleuralnim izlivom | 27 (45) 20 (48,8) 0,708

Statisticki zna¢ajne vrednosti predstavljene su u boldiranom formatu.

Pacijenti koji su imali bol inicijalno su leceni primenom analgetika i palijativne radijacione terapije
u analgetske svrhe. Kod 21 pacijenta sa kostanim metastazama (Tabela 20 i 21) postignuta je dobra
kontrola bola.

Tabela 22. Dozni rezimi antidolorozne terapije

Tip Ime leka Pocetna doza Maksimalna doza
analgetika koris¢ena u ovoj studiji
Acetaminofen | Paracetamol 1 g Cetiri puta dnevno PO 4 g daily PO
Nesteroidni Ibuprofen 400 mg tri puta dnevno PO 1.2 g dnevno PO
anti-
inflamatorni
lekovi
Slab opioid Tramadol 100 mg dva puta dnevno PO 200 mg dnevno PO
Jak opioid Morfin 5 mg jednom dnevno PO 60 mg dnevno PO
Oksikodon 5 mg svakih 4-6 hours PO 20 mg dnevno PO
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Hidromorfon

8mg jednom dnevno PO

16 mg dnevno PO

Fentanil 25 mcg/h transdermalno, 150 mcg/h
reaplikovano na svaka 72 h
Metadon 2,5 mg jednom dnevno PO 5 mg dnevno PO
Adjuvantni Pregabalin 75 mg dva puta dnevno PO 300 mg dnevno PO
analgetik
Gabapentin 300 mg jednom dnevno PO 900 mg dnevno PO
Deksametazon 4 mg dva puta dnevno PO 8 mg dnevno PO

Tabela 23. Farmakoloski tretman kancerskog bola u analiziranoj grupi pacijenata

Tip analgetika Ime leka Broj pacijenata koji Doza Broj
uzimaju lek (% (TDD)* | pacijenata (%
ukupnog broja ukupnog broja

pacijenata koji koriste pacijenata koji
analgetsku terapiju) koristi taj lek)

Acetaminofen Paracetamol 19 (46,3) 1000 mg 10 (52,6)

2000 mg 8 (42,1)
4000 mg 1(5,3)
Nester(_)idni Ibuprofen 11 (26,8) 400 mg 4 (36,4)
ian;nrwlgtorni 800 mg 6 (545)
lekovi 1200 mg 1(9,1)
Slab opioid Tramadol 10 (24,4) 50 mg 3(30,0)
100 mg 3 (30,0)
200 mg 4 (40,0)
Jak opioid Morfin 31 (75,6) 20 mg 16 (51,6)
30 mg 7 (22,6)
40 mg 3(9,7)
60 mg 5(16,1)
Oksikodon 2 (4,9) 5mg 1 (50,0)
20 mg 1 (50,0)
Hidromorfon 8 (19,5) 8 mg 7 (87,5)
16 mg 1(12.5)
Fentanil 17 (41,5) 25 mcg/h 7(41,1)
50 mcg/h 4 (23,5)
100 mcg/h 1(5,9)
125 mcg/h 2 (11,8)
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150 mcg/h 3(17,7)
Metadon 2 (4,9) 2.5 mg 1 (50,0)
5.0 mg 1 (50,0)
Adjuvantni Pregabalin 3(7,3) 75 mg 2 (66,7)
analgetik 300 mg 1(33,3)
Gabapentin 3(7,3) 300 mg 2 (66,7)
900 mg 1(33,3)
Deksametazon 16 (39,0) 4 mg 4 (25,0)
8 mg 12 (75,0)

TDD- ukupna dnevna doza.

Nakon 3 meseca od primene EGFR TKI u¢injena je reevaluacija nivoa kancerskog bola kod svih
pacijenata usled ¢ega je registrovano da je kod 20 % pacijenata doslo do smanjenja nivoa bola u
odnosu na inicijalni nivo merenja (p=0,011), kao i da je registrovano statisti¢ki znac¢ajno poboljSanje
nivoa bola (p<0,001) (Tabela 22).

Tabela 24. Numericka skala (NRS) intenziteta bola i verbalna deskriptivna skala (VDS) intenziteta

bola
Intenzitet bola Inicijalno Nakon 3 meseca
(N, %) (N, %)
1-3 (NRS) ili blag bol (VDS) 13 (31,7) 17 (65,4)
4-7 (NRS) ili srednje jak bol (VDS) 22 (53,7) 7 (26,9)
8-10 (NRS) ili jak bol (VDS) 6 (14,6) 2 (7,7
Ukupno 41 26

Od 41 pacijenta koji su se u trenutku postavljanja dijagnoze prezentovali bolom njih 20 je imalo
pogorSanje bola nakon inicijalno postignute adekvatne kontrole bola verovatno usled progresije
bolesti (kod njih 14 registrovana je progresija primarne lezije u prva tri meseca od primene EGFR
TKI). Dodatnih 6 pacijenata koji inicijalno nisu imali bol su u meduvremenu razvili ovaj simptom,
najverovatnije usled progresije bolesti uprkos primeni EGFR TKI. Kod preostalih 21 postignuta je
adekvatna kontrola bola tokom primene terapije EGFR TKI, iako je kod njih 17 tokom pracenja
registrovana progresija bolesti (kod 6 pacijenata je registrovana nova lezija, a kod 11 pacijenata je
registrovana progresija primarne lezije). Nije bilo znacajne razlike u mPFS izmedu pacijenata koji su
imali progresiju bola nakon postignute adekvatne kontrole bola inicijalno i kod pacijenata kod kojih
je postignuta kontrola bola tokom trajanja terapije (p=0,779).
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4.7 Ispitivanje nivoa ekspresije gena IGF-1R, E-kadherin, N-kadherin i okludin
Nivoi ekspresije gena IGF-1R, E-kadherin, N-kadherin i okludin ispitani su u uzorcima biopsija
tumora pre pocetka terapije metodom kvantitativnog PCR u realnom vremenu i rezultati su prikazani

u Tabeli 23.

Tabela 25. Rezultati bazalnih nivoa ekspresije gena IGF-1R, E-kadherin, N-kadherin i okludin

IGF-1R E-kadherin N-kadherin okludin
N 99 99 99 99
Srednja 3,24 3,25 2,43 4,73
vrednost
SD 2,50 2,14 2,01 4,75
Medijana 2,34 2,56 1,88 3,28
Opseg 0,65-12,15 0,63-9,30 0,88-11,08 0,04-30,02

Analizom uticaja ekspresije ovih gena na prezivljavanje bez progresije bolesti, pokazano je da su
pacijenti ¢iji su tumori inicijalni imali nize nivoe ekspresije IGF-1R i N-kadherina statisti¢ki zna¢ajno
imali duzi PFS u odnosu na pacijente sa visim nivoom ekspresije ovog gena (p<0,001 u oba slucaja).
Poredenjem nivoa ekspresije ovih gena u odnosu na najbolji terapijski odgovor, pokazano je da su
pacijenti ¢iji su tumori imali nize nivoe ekspresije IGF-1R i vise nivoe ekspresije E-kadherina
statisticki znacajno ¢eS¢e imali kompletan ili parcijalni odgovor na terapiju u odnos na pacijente sa
vi§im nivoom ekspresije ovog gena (medijane ekspresije 2,10 (0,65 — 9,14) naspram 2,83 (0,66 -

12,15); Mann-Whitney test, (p=0,04).

Nakon toga smo ispitivali uticaj bazalnih nivoa ekspresije gena na pojavu rezistencije metodom

kvantitativnog PCR-a u realnom vremenu iz uzoraka biopsije pre pocetka TKI tretmana. Rezultati su
Prikazani u Tabeli 24.

Pokazana je statisticki znacCajna povezanost povisene ekspresije IGF-1R (bez ustanovljene
rezistencije 2,38 u poredenju sa ustanovljenom rezistencijom 8,09) sa pojavom rezistencije na EGFR
TKI kod pacijenata (p<0,001). Takode je pokazana statisticki znacajna povezanost izmedu povisene
ekspresije N-kadherina (bez ustanovljene rezistencije 1,82 vs. sa ustanovljenom rezistencijom 5,86;
p<0,001) sa pojavom rezistencije na EGFR TKI kod pacijenata. Medutim, kod pacijenata sa snizenim
nivoom ekspresije E-kadherina pokazana je statisticka povezanost sa pojavom rezistencije na terapiju
EGFR TKI (bez ustanovljene rezistencije 3,52 vs. sa ustanovljenom rezistencijom 1,74; p<0,001).
Nije pokazana statisticki znacajna povezanost izmedu ekspresije okludina kod pacijenata u naSoj
studiji i pojave rezistencije na terapiju EGFR TKI.

Tabela 26. Prisustvo rezistencije u odnosu na nivo ekspresiju gena.

Primarno N Srednja SD | Medijana | Minimum | Maksimu | p vrednost
rezistentni vrednost m
Ekspresija IGF-1R
Ne 84 2,38 1,21 2,15 0,65 5,98
< 0,001
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Da 15 809 2,36 8,35 3,91 12,15
Ekspresija E-kadherin
Ne 84 3,52 2,18 2,90 0,73 9,30
< 0,001
Da 15 1,74 1,02 1,39 0,63 4,15
Ekspresija N-kadherin
Ne 84 1,82 0,95 1,36 0,88 4,83
< 0,001
Da 15 5,86 2,86 5,09 2,13 11,08
Ekspresija okludina
Ne 84 4.79 4,15 3,35 0,04 21,08
0,083
Da 15 4,42 1,47 1,52 0,31 30,02
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5. DISKUSIJA

Cilj ispitivanje nase studije bila je ispitivanje klinickih i genetickih prediktivnih faktora efikasnosti
terapije inhibitorima tirozin kinaza u pacijenata sa uznapredovalim adenokarcinomom pluca u Srbiji.
Prisustvo mutacija u genu EGFR ukazuje na potencijalnu osetljivost mutiranih ¢elija tumora na
ciljanu terapiju EGFR-TKI i detekcija ovih mutacija postala je standardna dijagnostika kod pacijenata
sa uznapredovalim adenokarcinomom pluéa u Srbiji 2011. godine (145). U Srbiji se trenutno ne radi
testiranje pacijenata na ovaj tip mutacije u ranom stadijumu karcinoma pluca, zato $to ciljana terapija
nije odobrena od strane Republi¢kog fonda za zdravstveno osiguranje u adjuvantnom pristupu. lako
ova terapija dovodi do pocetnog dobrog odgovora kod velikog procenta pacijenata, Cest je razvoj
rezistencije. Poznavanje mehanizama rezistencije i toksi¢nosti na TKI klju¢no je u donosenju odluke

.....

pacijente.

U randomizovanoj studiji faze 111 LUX-LUNG 6 procenat pacijenata zenskog pola je bio 64%, §to je
skladu sa rezultatima nase studije koji iznose 65,3 % u korist Zenskog pola. Medutim, procenat pusaca
je u nasoj studiji znatno vec¢i nego u LUX LUNG 6 studiji (25,5 naspram 8,5), Sto se moZe objasniti
kulturoloskim razlikama imajuc¢i u vidu da su u LUNG-LUX 6 studiji ispitanici bili Azijati, nizom
cenom duvanskih proizvoda u naSoj zemlji kao i nedovoljno razvijenih programa za kontrolu i
odvikavanje od pusenja. ProseCna starost naSih pacijenata je bila 61,7 godina $to je u skladu sa
prose¢nom staro$¢u pacijenata iz LUX-LUNG 3 studije koja je iznosila (1).

Do sada je na Institutu za onkologiju i radiologiju Srbije testirano preko 6000 uzoraka pacijenata sa
karcinomom pluca stadijuma IIIb i IV. Mutacije U EGFR genu kod nasih pacijenata otkrivene su u
9,8 % slucajeva, $to je u skladu sa postoje¢im literaturnim podacima u populaciji belaca (145,146).
Prema meta analizi iz 2016. godine prevalencija EGFR mutacije kod pacijenata sa NSCLC varira od
10% kod pacijenata u Evropi do 38,4% u populaciji kineskih pacijenata, $to je takode u skladu sa
nas$im podacima (147).

Najvecéi broj pacijenata u nasoj studiji (88%) imalo je detektovan jedan od dva najcesc¢a tipa mutacija,
deleciju u egzonu 19 (ex19del) ili tackastu mutaciju L858R u egzonu 21, §to je u skladu sa najnovijim
“real world” podacima iz 2021. godine gde su ova dva tipa mutacija nadena kod 90% pacijenata sa
EGFR mutiranim NSCLC (148). U nasoj studiji je deleciju egzona 19 imalo 45% pacijenata, a
mutaciju egzona L858A 40% pacijenata, a u prethodno pomenutom istrazivanju ve¢i broj pacijenata
je takode imao deleciju egzona 19 u odnosu na tackastu mutaciju L8585R u egzonu 21 (58% vs.
30%)(148). Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima velikog broja studija u kojima ex19del imalo 44-
51% pacijenata, a L858R 38-40% i u populaciji belaca i u populaciji Azijata (41).

Retke mutacije u EGFR genu, kao §to su delecije, insercije i tackaste mutacije u egzonima 18-25 ¢ine
preostalin  10-15% EGFR mutacija kod pacijenata sa uznapredovalim EGFR mutiranim
adenokarcinomom plu¢a (149). Rezultati naSe studije su sli¢ni i ukazali su na to da 12% nasih
pacijenata ima detektovane retke mutacije (150). L861Q , G719X i insercije su dokazane retke
targetabilne mutacije za lekove iz druge generacije EGFR TKI prema podacima iz studija LUX-Lung
2, LUX-Lung 3 | LUX-Lung 6, a to su ujedno i najceSce ispitivane retke mutacije u nasem
istrazivanju.

Pacijenti koji su nosioci retkih mutacija najcesé¢e imaju slabiji odgovor na prvu liniju EGFR TKI u
odnosu na pacijente koji su nosioci ¢estih mutacija, zbog ¢ega je prema rezultatima nekoliko studija
vreme bez progresije bolesti (PFS) i ukupno prezivljavanje (OS) kod ovih pacijenata znatno krace
(149). Zbog toga je precizna detekcija svih mutacija veoma znacajna, a sve u cilju primene
personalizovane ciljane terapije specifi¢ne za odredenu mutaciju ¢ime bi se prezivljavanje i kvalitet
zivota pacijenata poboljsali (149).

Prema podacima prethodnih istrazivanja, duzina vremena bez progresije bolesti (PFS) kod pacijenata
sa retkom mutacijom G719X je iznosila 6,3 meseca u poredenju sa 10-13 meseci kod pacijenata sa
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Cestim mutacijama kao Sto su L858R i Ex19Del (151). Slicne rezultate dobili smo i u nasem
istrazivanju u kom su pacijenti sa retkim mutacijama (insercija egzona 20, L861Q i G719X) imali
PFS od 5 meseci u poredenju sa 15 meseci kod pacijenata sa ¢estim EGFR mutacijama.

Povremeno se kod pacijenata sa EGFR mutacijama detektuju kompleksne ili duple mutacije, koje
podrazumevaju kombinaciju Ex19Del i L858R, kombinaciju L858R ili Ex19Del uz retku mutaciju ili
kombinaciju dve retke mutacije (149). Kompleksne mutacije su najce$ée prisutne kod 5-15%
pacijenata, a G179X ¢ini 90% svih kompleksnih mutacija, G709X kod vise od 75% i S768I u vise
50% (149)(41). U jednom istrazivanju postoji podatak da oko 6% pacijenata sa uznapredovalim
EGFR mutiranim NSCLC ima kompleksne mutacije (152), dok je u nasoj studiji taj procenat nesto
manji i iznosi 2%.

Poznato je da hematoloski parametri sistemskog inflamatornog odgovora predstavljaju potencijalan
prediktor odgovora na hemioradioterapiju (153), imunoterapiju (154), kao i da mogu biti prediktori
duzine prezivljavanja pacijenata nakon primene ciljane terapije (155). Regrutovanje leukocita i
neutrofila dovodi do oslobadanja razlicitih inflamatornih medijatora koji menjaju biohemiju tumora
i tako uticu na prezivljavanje i ishod lecenja (120). Smatra se da neutrofili imaju dvostruku ulogu u
razvoju i progresiji tumora, kao faktori koji promovisu rast tumora i kao faktori koji promovisu
antitumorski odgovor.

Podaci o potencijalnoj prediktivnoj vrednosti odnosa broja neutrofila u odnosu na limfocite (NLR),
neutrofila u odnosu na monocite (NMR), limfocita u odnosu na monocite (LMR), trombocita u
odnosu na limfocite (PLR) i broja trombocita u odnosu na monocite (PMR) zasnovanih na sistemskoj
inflamaciji kod pacijenata sa uznapredovalim ili metastatskim adenokarcinomom pluc¢a lecenih
EGFR-TKI su oskudni i kontradiktorni. Prethodne studije predlozile su da bi NLR mogao biti
potencijalni biomarker za ukupno prezivljavanje, PFS, i efikasnost lecenja TKI u populaciji
pacijenata u Aziji i Zapadnoj Evropi (156) kao i kod pacijenata sa mikrocelularnim karcinomom pluca
(SCLC) (121).

Kod pacijenata sa NSCLC, studija Sim et al. pokazala je da je NLR bio znacajan prognosticki
biomarker kod pacijenata lecenih primenom hemioterapije, ali ne i kod pacijenata lecenih primenom
EGFR-TKI (157). Postoje studije koje su pokazale da se LMR i PLR mogu Koristiti za predvidanje
duzine prezivljavanja kod pacijenata sa EGFR mutiranim karcinomom plu¢a (158-160), ali i one koje
sugerisu da nema relacije izmedu PLR i prezivljavanja kod pacijenata lecenih primenom EGFR-TKI
(161). Stoga je nasa studija imala za cilj da procenimo prognosticki i prediktivni potencijal razlicitih
hematoloskih parametara dobjenih iz parametara kompletne krvne slike kod pacijenata sa EGFR-
mutiranim uznapredovlim adenokarcinomom pluéa slovenskog porekla u regionu Zapadnog Balkana.

Prisustvo monocita moze doprineti nastanku progresije tumora, ali slozene funkcije i interakcije
izmedu celija imunog sistema, tumorskih i drugih netumorskih ¢elija ne omogucavaju da se donese
definitivni zakljucak (162). Imajuci u vidu da se pomo¢u NMR izrazava ravnoteza izmedu neutrofila
i monocita, visi NMR najesc¢e ukazuje na jaci inflamatorni odgovor i jacu supresiju imuniteta sto
moze ukazat na losiju prognozu bolesti. U nasoj studiji je uoceno da pacijenti sa nizim NMR
vrednostima pre tretmana (granicna vrednost 12,62) imaju znacajno duzi PFS u poredenju sa
pacijentima koji imaju ve¢u NMR vrednost. Ovo je potvrdeno i u podgrupi pacijenata sa EGFR
mutacijama koji naj¢esce imaju povoljan odgovor na EGFR-TKI (ex19del i L858R), tako da analiza
NMR moze ukazati da pacijenti u ovoj grupi treba detaljnije ili ¢esce pratiti za rane klinicke znake
progresije. Ovi podaci mogu podrzati ideju o istovremenom targetovanju razlicitih puteva imunskog
odgovora u kombinaciji sa EGFR-TKI uz identifikaciju populacije pacijenata sa NSCLC koji ¢e imati
najvise koristi od ovog terapijskog pristupa.

U nekoliko kohorti pacijenata sa NSCLC azijskog porekla lecenih primenom EGFR-TKI pokazano

je da LMR, NLR, PMR i PLR mogu biti potencijalni prognosticki faktori pre pocetka terapije

(163,164), a nadeno je i da NLR moze biti potencijalan nezavisni prognosticki faktor za OS u maloj

kohorti pacijenata u Zapadnoj Evropi. U ovoj doktorskoj tezi, literaturne grani¢ne vrednosti su
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dodatno koris¢ene za procenu primene NLR, PLR, PMR i LMR kada eksperimentalno dobijene ROC
grani¢ne vrednosti nisu dale znacajne informacije (165,166). Medutim, nijedan od ovih parametara
nije potvrden kao znacajni prediktor PFS ili OS u naSoj studijskoj grupi NSCLC pacijenata
slovenskog porekla. lako se moglo ocekivati da ¢e visoki indeks sistemske imuno-inflamacije ukazati
na losiju prognozu zbog povecane vrednosti trombocita ili niskog broja limfocita kao posledica veceg
tumorskog metastatskog potencijala nastalog indukcijom angiogeneze ili imunosupresije (167),
neophodno je ukljugiti i ostale specifi¢ne populacione faktore. Takode je potrebno sprovesti opsezniju
meta-analizu koja bi ukljucila podatke iz razli¢itih populacija radi utvrdivanja potencijalne koristi
primene hematoloskih parametara u ovoj postavci, kao i znacajne grani¢ne vrednosti parametara koje
je potrebno koristiti.

Koliko nam je poznato, ovo je prva studija koja je ukazala na direktnu vezu izmedu razlicitih
hematoloskih parametara i profila specificne toksi¢nosti pacijenata sa uznapredovalim NSCLC
le¢enim primenom EGFR-TKI. Utvrdeno je da se kod pacijenata sa NLR>2.,9 ¢esce javlja paronihija
I dijareja, kao i kod pacijenata sa LMR<2,5. Takode su pacijenti sa PLR>190 ¢esc¢e imali paronihiju,
dijareju i hiperbilirubinemiju. Ovi podaci imaju veliki znacaj imajuci u vidu da je brzo otkrivanje i
odgovarajuce lecenje nezeljenih efekata onkoloske terapije kljuéno u sprecavanju pojave toksi¢nosti
visokog gradusa kao i potencijalne hospitalizacije. Identifikacija pacijenata sa ve¢im rizikom od
nastanka nezeljenih efekata od posebne je vaznosti kod pacijenata le¢enih primenom EGFR-TKI, jer
do sada nisu otkriveni i validirani specifi¢ni prediktori toksi¢nosti za in vitro dijagnostiku.

NLR i PLR su nedavno predlozeni za potencijalne prediktivne faktore toski¢nosti imunoterapije kod
pacijenata sa uznapredovalim NSCLC, tako da njihova upotreba moze imati visestruke koristi kod
pacijenata koji su na sekvencijalnom tretmanu ciljanom, pa imunoterapijom (168). Ovi hematoloski
parametri u buduénosti mogu biti takode znacajni kao potencijalni prediktori toksi¢nosti kod
pacijenata kod kojih se konkomitantno primenjuje ciljana terapija sa imunoterapijom.

U nas$oj studiji, vrednost hematoloskog parametra NMR pre primene terapije EGFR-TKI pokazala se
potencijalno kao dobra, rutinska, jeftina i minimalno invazivna metoda za predvidanje odgovora na
EGFR-TKI kod pacijenata sa EGFR mutiranim uznapredovalim NSCLC. Dobijena NMR ROC
grani¢na vrednost trenutno se prospektivno validira u ve¢oj kohorti pacijenata sa NSCLC na Institutu
za onkologiju i radiologiju Srbije.

U naSem istrazivanju se takode pokazalo da su pocetne vrednosti NLR, LMR 1 PLR potencijalno
korisne za predvidanje specifi¢nih podtipova toksi¢nosti. Moguénost automatskog izracunavanja ovih
odnosa ugradnjom jednostavnog kodiranja prilikom izrade kompletne krve slike sa leukocitarnom
formulom ili kori§¢enje automatskih hematoloSkih kalkulatora omogucava njihovo jednostavno
koris¢enje u svakodnevnoj rutinskoj klinickoj praksi. Kako je nasa studija retrospektivna analiza iz
samo jednog centra fokusirana na relativno mali broj pacijenata slovenskog porekla, dobijene podatke
je potrebno tumaciti sa oprezom. Vise klinickih ispitivanja u ve¢em broju centara neophodni su u
proceni prediktivne moci vrednosti hematoloskih parametara, kao $to su NLR, NMR, LMR, PMR i
PLR pre terapije u cilju ispitivanja specificnih populacionih razlika. Takode je moguce ukljucivanje
ovih parametara u prognosti¢ke/prediktivne algoritme za leCenje pacijenata sa nesitnocelijskim
karcinomom pluca primenom EGFR TKI.

EGFR TKI terapija je naj¢eS¢e bezbedna, a prekid terapije zbog ispoljenih znakova toksi¢nosti
visokog gradusa je najc¢esce potreban kod manje od 10% pacijenata (143). Na to ukazuju i rezultati
nase studije u kojoj terapija primenom EGFR TKI nije prekinuta ni kod jednog pacijenta. Prema meta
analizi iz 2016. godine smrt kao nezeljeni efekat primene EGFR TKI se veoma retko registruje i to u
oko 1,7% slucajeva, najc¢esce kao posledica pneumonitisa (143). U nasoj studiji nijedan pacijent nije
imao fatalne posledice primene EGFR TKI, kao ni pneumonitis.

Prema podacima meta analize u koju je uklju¢eno 2535 pacijenata iz 16 studija, oko 40% pacijenata
ispoljilo je znakove toksi¢nosti gradusa 3-4 (143), dok je u naSoj studiji taj broj znatno manji imajuéi
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u vidu da toksi¢nost gradusa 4 uopste nije registrovana, a da je toksi¢nost gradusa 3 registrovana u
samo 13% slucajeva (143).

Toksicni profil se razlikuje u odnosu na lek koji je koris¢en. U nasoj studiji smo u prvoj liniji terapije
EGFR TKI Koristili lekove prve i druge generacije i to gefitinib, erlotinib i afatinib. U prethodnim
istrazivanjima pokazana je veca ucestalost nezeljenih efekata visokog gradusa, narocito dijareje,
nakon primene afatiniba u odnosu na gefitinib (143). Razlika u incidenci nezeljenih efekata
najverovatnije je posledica veceg afiniteta afatiniba kao leka druge generacije EGFR TKI za EGFR
receptor.

Medutim prema LUX-LUNG 7 studiji uCestalost koznog rasa je ¢eS¢a nakon primene gefitiniba u
odnosu na afatinib, kao i abnormalosti u funkciji jetre. Nezeljeni efeki gradusa su ¢es¢i nakon primene
erlotiniba u odnosu na gefitinibom naverovatnije zbog razlike u farmakoloSkom profilu (143).

Poznavanje nezeljenih efekata EGFR TKI terapije od strane lekara i pacijenata je od sustinskog
znacaja zato $to se ova terapija upotrebljava oralno svakog dana u duzem vremenskom periodu kod
pacijenata sa uznapredovalim ili metastatskim EGFR mutiranim adenokarcinomom pluéa, a u novije
vreme i u adjuvatnom pristupu. Dobro poznavanje i razumevanje stepena nezeljenih efekata od strane
pacijenata klju¢no je u ranom otkrivanju znakova toksi¢nosti i adekvatnoj reakciji 1 tretmanu
nezeljenih efekata.

Kancerski bol je veoma ¢est kod pacijenata sa karcinomom pluéa, jer se u veéini slucajeva
dijagnostikuje u uznapredovalom stadijumu. U zemljama kao $to je Srbija koje nemaju odgovarajuci
program za skrining karcinoma pluca, kao ni adekvatno primenjene mere odvikavanja od pusenja ovo
predstavlja veliki javno-zdravstveni problem. Leéenje kancerskog bola podrazumeva utvrdivanje
porekla i evolucije bola uz stalno pracenje intenziteta bola radi prilagodavanja antidolorozne terapije
i doze medikamenata. Rano palijativno zbrinjavanje i kontrola simptoma porekla osnovne bolesti
uti¢e znacajno na poboljSanje kvaliteta zivota, kao i duzinu prezivljavanja (169). lako su druge zemlje
do sada sprovele brojne multicentricne prospektivne studije koje se ti€u kancerskog bola kod
pacijenata sa karcinomom pluc¢a (170), u nasem regionu do sada nisu sprovedene detaljne studije koje
procenjuju faktore povezane sa kancerskim bolom kod pacijenata sa uznapredovalim
adenokarcinomom pluca koji su le¢eni primenom EGFR-TKI.

Najcesce opisani uzroci bola kod pacijenata sa uznapredovalim karcinomom pluc¢a vezani su za
kostane metastaze, metastaze na nadbubreznim Zlezdama i pancoast tumore (171). U nasoj studiji
prisustvo bola pri postavljanju dijagnoze bilo je znacajno povezano sa prisustvom metastaza, posebno
u kostima i nadbubreznim zlezdama, $to je u skladu sa ranije objavljenim podacima (172, 173).

Svetska zdravstvena organizacija preporucuje upotrebu modela analgeticke lestvice u tri koraka za
adekvatno leCenje kancerskog bola (174). Prema ovim smernicama, prvi korak u lecenju su
neopioidni analgetici kao $to su paracetamol i nesteroidni antiinflamatorni lekovi (NSAIL). Ovi
lekovi se propisuju pacijentima sa blagim bolom. Paracetamol je osnova prva dva koraka SZO
analgeticke lestvice u mnogim zemljama, kao i u nasoj studiji (175). Uzimajuci u obzir dobro poznate
neZeljene efekte dugotrajne upotrebe NSAIL-a kao §to su gastrointestinalno krvarenje, bubrezna
slabost, disfunkcija trombocita, NSAIL se nisu redovno koristili u nasoj studiji osim kao pojedinacna
intermitentna terapija ili u kombinaciji sa paracetamolom za blagi bol. Za leCenje umerenog do
umereno jakog bola, prva i druga stepenica SZO-ove skale podrazumevaju upotrebu opioidnih lekova
sa ili bez neopioidnih i pomo¢nih analgetika. Neki autori su predlozili da je slabe opioide moguce
zameniti niskim dozama oralnog morfijuma, ¢ime se eliminiSe korak 2 lestvice. Imaju¢i u vidu da je
vecina nasih pacijenata u po¢etku imala umereni do jak bol, osnova analgeticke terapije u nasoj studiji
bio je morfin dat per os (176). Ipak, kod 10% nasih pacijenata tramadol je kao lek iz drugog stupnja
SZO lestvice omogucio adekvatnu kontrolu kancerskog bola u maksimalno koris¢enoj dozi od 200
mg dnevno. Drugi jaki opioidi koriS¢eni u nasoj studiji bili su oksikodon, hidromorfon, metadon i
fentanil. Oksikodon ili hidromorfon, u formulacijama sa trenutnim i produzenim oslobadanjem za
oralnu primenu pokazali su se kao efikasne alternative oralnom morfinu i u nasoj studiji (177, 178).
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U naSoj studiji, oralni metadon je koris¢en samo kod malog broja pacijenata (2%) sa jakim
kancerskim bolom otpornim na prethodnu farmakoterapiju. Transdermalni fentanil je koris¢en kao
efikasna opcija za pacijente sa stabilnim potrebama za opioidima, kao i za pacijente koji su imali
problema sa oralnom primenom lekova. Adjuvantni analgetici koji su korisc¢eni u ovoj studiji bili su
pregabalin, gabapentin i deksametazon. Tricikli¢ni antidepresivi (amitriptilin) 1 selektivni inhibitori
preuzimanja serotonina (fluoksetin, citalopram) nisu koris¢eni kao pomo¢ni analgetici u nasoj studiji.
Postignuta je dobra kontrola kancerskog bola, uz znacajno smanjenje broja pacijenata koji su i dalje
imali bol tokom lecenja. Takode je postignuto 1 statisti¢ki zna¢ajno smanjenje intenziteta kancerskog
bola kod pacijenata kod kojih je bio prisutan. Kod pacijenata koji su razvili novu leziju ili su imali
progresiju primarnog tumora tokom lecenja TKI, uoceno je pogorsanje intenziteta bola uprkos tome
Sto je prethodno postignuta adekvatna kontrola.

Kostane metastaze pracene bolom se Cesto javljaju kod karcinoma pluéa, a radioterapija ima znacajnu
ulogu u lecenju bola u kostima, leCenju metastatske kompresije kicmene mozdine i palijativnom
leCenju patoloskih preloma kostiju koji se ne mogu hirurski stabilizovati (179). Radioterapija
eksternim snopom (EBRT) obezbedila je ublazavanje bolova kod 60-80% pacijenata posle RT, pri
¢emu je jedna tre¢ina pacijenata imala potpuni prestanak bola u tretiranoj zoni (179). Za ovu
indikaciju se preporucuju razli€iti radioterapijski rezimi, ali pojedinacnu dozu od 8 Gy treba smatrati
rezimom izbora za pacijente sa bolnim metastazama u kostima prema najnovijim ESMO smernicama
za klini¢ku praksu za le¢enje bola kod odraslih pacijenata sa karcinomima (175). U naSoj studiji,
najcesce koriséeni rezimi za palijativnu antidoloroznu terapiju zra¢enjem bili su kratki kurs od 8 Gy,
pojedina¢na frakcija, kao i dva dugotrajna rezima, ukljuc¢ujuci 20 Gy u 5 frakcija i 30 Gy u 10 frakcija.
Iako je prisustvo bolnih metastaza u kostima obi¢no povezano sa kra¢im prezivljavanjem (180), u
nasoj studiji nije primeéena razlika u PFS ili OS kod pacijenata koji su imali bol povezan sa
metastazama u kostima pri postavljanju dijagnoze, niti je prisustvo bola bilo u korelaciji sa
verovatnoc¢om nastanka nezeljenih efekata bilo kog primenjenog tretmana.

EGFR inhibitori tirozin-kinaza su tretman izbora za pacijente sa uznapredovalim adenokarcinomom
pluca ¢iji tumori sadrze mutacije u EGFR genu. Medutim, ishod le¢enja znacajno varira izmedu
pacijenata. Poznato je da osnovne geneticke varijacije u EGFR genu (mutacije i mali nukletidni
polimorfizmi) menjaju funkciju proteina i uticu na biologiju tumora, izazivaju¢i drugaciju
prezentaciju simptoma kod pacijenata i menjajuci terapijsku efikasnost EGFR-TKI (181,182). Tako
smo analizirali efekat najces¢ih EGFR mutacija u egzonima 18-21 na pojavu bola i efikasnost
kombinovanog tretmana analgetika/TKI. Podtip mutacije EGFR nisu imali direktan uticaj na pojavu
1 kontrolu bola, ali su imali znacajan uticaj na odgovor na TKI koji indirektno uti¢e na simptome
pacijenata. Pacijenti sa naj¢eS¢im mutacijama (ex19del i L858R) imali su duzi srednji PFS. Dakle,
iako prisustvo specifi¢nih genetskih promena EGFR nije imalo direktan uticaj na pojavu bola i ne
mogu se Kkoristiti kao direktni prognosticki parametri, oni izazivaju drugaciji odgovor na TKI, §to je
na kraju dovelo do smanjenja opterecenja bolesti i opsteg ublazavanja bola tokom lecenja.

U nekoliko studija ispitivan je znacaj IGF-1R kao potencijalnog prediktivnog biomarkera kod
pacijenata sa EGFR mutiranim karcinomom pluca koji su na terapiji TKI. Pre dve godine objavljena
je meta-analiza koja je ukljucila 22 studije i 3859 pacijenata u kome je ispitivan prediktivni potencijal
ekpresije gena IGF-1R. Rezultati su pokazali da je povisen nivo ekspresije IGF-1R bio povezan sa
nepovoljnom prognozom bolesti - duzina vremena bez progresije bolesti (DFS) bila je krac¢a kod
pacijenata sa visokom ekspresijom IGF-1R, §to je pokazano univarijantnom (HR=1.24, 95% CI:
1,00-1,55, P=,054) i multivarijantnom analizom (HR=1.49, 95% CI: 1,01-2,21, P=.045) (183).
Medutim, nije pokazana statisticki znacajna veza izmedu pozitivne ekspresije IGF-1R i ukupnog
prezivljavanja (OS) (183). U nasoj studiji prekomerna ekspresija IGF-1R je bila statisti¢ki znacajno
povezana sa ¢eS¢om pojavom rezistencije na EGFR TKI (PFS bez rezistencije 2,38 naspram primarne
rezistencije 8,09), sto moze ukazati na ¢injenicu da prekomerna ekspresija IGF-1R moze biti
negativni prediktivni faktor odgovora na EGFR TKI. Smatra se da povisena ekspresija IGF-1R
dovodi do povecanog prezivljavanja kancerskih ¢elija, kao 1 da interakcijom sa EGFR receptorom
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recipro¢nim kompenzatornim mehanizmima limitira odgovor ili dovodi do rezistencije na tretman
koji cilja EGFR. Ova interakcija se moze odigrati na vise nivoa, ili putem direktnih kontakata dva
molekula, ili raspolozivos¢u respektivnih liganada, kao 1 indiretkno putem zajednickih
interreagujucih partnera kao S$to su receptori povezani sa G proteinom i adapterni proteini koji
ucestvuju u nishodnoj signalizaciji (184).

U studiji koji su izveli Capuzzo et al. ispitivana je ekspresija IGF-1R kod pacijenata sa hirurski
odstranjenim NSCLC u stadijumu I-III. Pokazana je povezanost izmedu poviSene ekspresije IGF-1R
1 ¢eS¢e pojave skvamozne histologije 1 gradusa 3 tumorskih ¢elija, ali nije dokazana potencijalna
prediktivna vrednost IGF-1R i njegov uticaj na prezivljavanje (185).

E-kadherin igra znacajnu ulogu u imunskom odgovoru, a smatra se i da je vazan faktor u pojavi
rezistencije ili senzitivnosti na EGFR-TKI tako $to reguli$e slanje intracelularnih signala (186). U
nasoj studiji ispitivana je povezanost ekspresije E-kadherina i pojave rezistencije na EGFR-TKI kod
pacijenata sa uznapredovalim adenokarcinomom pluca. Rezultati su pokazali da pacijenti sa snizenim
nivoom E-kadherina imaju statisticki znacajno vecu Sansu za pojavom rezistencije na EGFR-TKI
koja se ispoljava u prva tri meseca od otpocinjanja terapije. Ovi rezultati imaju jasno objaSnjenje zbog
Cinjenice da je snizena ekspresija E-kadherina jedno od glavnih obeleZja epitelijalno-mezenhimalne
transformacije (EMT) koja je karakteristika agresivnih tumora koji su Cesto rezistentni na primenjenu
terapiju.

Nasi rezultati su sli¢ni rezultatima studije koji je ispitivala prediktore stecene rezistencije na EGFR
TKI (187). U ovoj studiji uocena je smanjena ekspresija E-kadherina u ¢elijama PC-9/G, dok nivo E-
kadherina kod H460/ER ¢elija nije ni registrovan. Oba tipa ovih ¢elija pokazala su EMT karakteristike
i kod njih je registrovan porast nivoa mezenhimalnih markera kao §to su vimentin, transkripcioni
faktor Snail i  katenin ¢ime se sposobnost migracije i invazivnost ovih ¢elija znac¢ajno promenila u
odnosu na isti tip ¢elija pre nastanka steCene rezistencije na EGFR TKI (187).

Sa druge strane, uocen je visok nivo ekspresije E-kadherina kod EGFR mutiranih NSCLC ¢elije koje
pokazuju osetljivost na primenu EGFR TKI (188,189). Za razliku od njih, NSCLC ¢éelije koje
pokazuju visoku ekspresiju vimentina i fibronektina nisu dovoljno osetljive na primenu EGFR TKI
(188,189).

N-kadherin spada u mezenhimalne proteine i zajedno sa E-kadherinom predstavlja glavno obelezje
epitelijalno-mezenhimalne transformacijie. Ovaj kalcijum zavisni protein odgovoran je za tumorsku
migraciju, invazivnost i nastanak metastaza, a nadena je i njegova u uloga u nastanku rezistencije na
hemioterapiju (190). U prethodnim istrazivanjima uoc¢eno je da N-kadherin indukovana perzistentna
Akt fosforilacija koja aktivira PI3K/Akt put omogucava prezivljavanje ¢elijama rezistentnim na EGFR
TKI (190)

U jednoj od studija ispitivana je ekspresija i funkcija N-kadherina u HI650ER soju tumorskih ¢éelija
rezistentnih na Erlotinib (190). U H1650ER soju tumorskih ¢elija uoc¢ena je indukcija EMT procesa
vidu snizene ekspresije N-kadherina i poviSene ekspresije E-kadherina §to je dovelo do pojave stecCene
rezistencije na Erlotinib (190).

Druge studije su takode ispitivale znacaj ekspresije N-kadherina u populaciji tumorskih celja
rezistentnih na Gefitinib (191). I u ovoj studiji pokazana je poviSena ekspresija N-kadherina u
gefitinib rezistentnom PC9/ZD soju ¢Celija kod kojih je registrovana T790M mutacija kao uzrok
steCene rezistencije na EGFR TKI (191). Takode, u ovom istrazivanju je uo¢ena povisena ekspresija
N-kadherina i kod soja ¢elija rezistentnih na Erotinib (A549, H157, and H322)(191).

Okludini su transmembranski proteini koj Cine sastavni deo Cvrstih veza znacajnih u kontroli
meducelijskog transporta, a i u ¢elijskoj proliferaciji i migraciji (192). Okludini su u respiratornom
traktu prisutni u bronhijalnom epitelu 1 u alveolarnim ¢elijama Cinec¢i fizioloSku selektivnu barijeru
(192), a permeabilnost te barijere se menja usled razli¢itih inflamatornih faktora u patoloSkim
stanjima (139). Ovu meducelijsku barijeru ¢ine meducelijske veze, veze celija sa povrSine sa
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matriksom koji se zasnivaju na proteinima i adhezionim kompleksima koji se vezuju za celijski
citoskelet (139). Ispitivan je uticaj proinflmamatornih citokina TNF-a, IL-4 i IFN-y na strukturu
¢vrste veze ukljuCujuci i1 okludin, kao i mehanizam nastanka tih promena. Pokazano je da razliCiti
faktori reguliSu ¢elije bronhijalnog epitela ukljucuju¢i EGFR signalne puteve, a takode je pronadeno
da aktivacija EGFR dovodi do uklju¢ivanja MAPK/ERK1/2 signalnog puta koji posreduje u
promociji, proliferaciji, rastu i diferencijaciji ¢elija, kao i da ima klju¢nu ulogu u sprecavanju
oStecenja epitelijalne barijere dejstvom proinflamatornih citokina (139).

U prethodnim istrazivanjima uoceno je da je ekspresija okludina bitan faktor u razvoju rezistencije
na hemioterapiju (192). Naime, uoceno je da je ekspresija Okludina bila poviSena kod A549
populacije ¢elija rezistentne na cisplatinu, doksorubicin, gemcitabin i 7-etil-10-hidroksi-
camptothecin (192).

Nivo p-Akt je u bio visi u A549 ¢elijama rezistentnim na cisplatinu, a ekspresija okludina je
sprimirana primenom PI3K/Akt inhibitora (LY-294002) ¢ime je pokazano da je PI3K/Akt put ulju¢en
u povisenu ekspresiju okludina (192). Povisena ekspresija okludina takode je dovela do smanjenog
paracelularnog permeabiliteta za doksorubicin u A549 ¢elijama, na osnovu ¢ega je zakljuceno da
okludin ne ucestvuje direktno u nastanku reizistencije na hemioterapiju, vec¢ utice na meducelijsku
permeabilnost i sprecava adekvatnu akumulaciju antikancerskih lekova (192).

Podaci o znacaju ekspresije okludina i njegovoj povezanosti sa nastankom rezistencije na EGFR TKI
1 duzine prezivljavanja pacijenata obolelih od adenokarcinoma pluc¢a su oskudni u literaturi, te se nase
istrazivanje bavilo time u populaciji pacijenata iz Srbije.

Ogranicenja ove studije su veli¢ina uzorka koja je bila relativno mala $to uvodi pristrasnost slucaja i
ograni¢ava implikacije uoc¢enih trendova. Rezultate dobijene u ovoj studiji potrebno je validirati na
veéem broju uzoraka pacijenata u prospektivnoj multicentri¢noj studiji kako bi njihov znacaj bio
potvrden i potencijalna primena nasla svoje mesto u klini¢koj praksi.
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6. ZAKLJUCCI

1. U delu ispitivanje demografskih karakteristika pacijenata i karakteristika tumora (pol, starost pri
dijagnozi, pusacki status, prisustvo inicijalnih metastaza, prisustvo bola pri dijagnozi, performans
status, gradus tumora, hematoloSki parametri) kao prediktivnih faktora efikasnosti EGFR TKI
terapije u pacijenata sa uznapredovalim EGFR mutiranim adenokarcinomom pluc¢a (korelacija sa
ukupnim prezivljavanjem (overall survival - OS), prezivljavanjem bez progresije bolesti
(progression free survival — PES), pojavom rezistencije, toksic¢nosti i kancerskog bola) pokazano je
da su:

- pacijenti Zenskog pola imali duzi PFS u poredenju sa pacijentima muskog pola

- pacijenti Zenskog pola ¢esc¢e su ispoljili toksi¢nost na primenu EGFR TKI

- pacijenti sa NMR<12,62 imali znacajno duzi OS

- pacijenti sa NLR>2,9 ceS¢e imali znakove toksi¢nosti na primenu EGFR TKI, narocito
dijareju

- pacijenti sa LMR<2,5 znacajno rede imali registrovanu paronihiju (p=0,031) i dijareju

- pacijenti sa PLR>190 imali ¢es¢e dijareju (p=0,044) i hiperbilirubinemiju (p=0,077)

2. U delu ispitivanja tipa i zastupljenosti mutacija u genu EGFR kao prediktivnih faktora EGFR TKI
terapije u pacijenata sa uznapredovalim EGFR mutiranim adenokarcinomom pluca (korelacija sa
OS, PFS, pojavom rezistencije, toksi¢nosti i kancerskog bola) pokazano je da:

- Srednji PFS bio je znacajno duzi kod pacijenata sa ex19del i L858R mutacijama nego kod
pacijenata sa redim mutacijama kao $to su ex20Ins, L861Q i G719X

3. U delu ispitivanja nivoa ekspresije gena IGF-1R, E-kadherin, N-kadherin i okludin kao prediktivnih
faktora EGFR TKI terapije u pacijenata sa uznapredovalim EGFR mutiranim adenokarcinomom
pluca (korelacija sa OS, PFS, pojavom rezistencije, toksi¢nosti i kancerskog bola), pokazano je da:

- pacijenti ¢iji su tumori inicijalno imali niZze nivoe ekspresije gena IGF-1R i N-kadherina imali
su duzi PFS u odnosu na pacijente sa viSim nivoima ekspresije ovih gena pacijenti €iji su
tumori imali niZe nivoe ekspresije IGF-1R ¢es¢e su imali kompletan ili parcijalni odgovor na

terapiju

- pacijenti sa poviSenom ekspresijom gena IGF-1R ¢eS¢e su razvijali rezistenciju na terapiju
EGFR TKI

- pacijenti sa poviSenom ekspresijom gena N-kadherin ¢esce su razvijali rezistenciju na terapiju
EGFR TKI

- pacijenti sa snizenom ekspresijom gena E-kadherin ¢eS¢e su razvijali rezistenciju na terapiju
EGFR TKI
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Spisak skracenica

AIDS (od eng.-aquired Immune Deficiency Syndrom),

AIS adenokarcinom in situ,

Bcl-2 (od eng.-B-cell CLL/lymphoma 2),

cDNA komplementarnu DNK,

CE-1VD cobas® EGFR Mutation Test,

CHRNADS (od eng.-cholinergic receptor nicotinic alpha 5),

CHRNAZ3 (od eng.- cholinergic receptor nicotinic alpha 3),

CISH (od eng.-chromogenic in situ hybridization),

c-MET C- mezenhimalnoepitelni faktor tranzicije,

C-myc (od eng.-myc-v-myc avian, myelocytomatosis viral oncogene homolog 1
EGF (od eng.-epidermal growth factor),

EGFR (od eng.- epidermal growth factor receptor),

EMT- epitelijalno-mezenhimalna tranzicija;

ErbB2/HER2 Human Epidermal Growth Factor Receptor 2

ErbB3/HER3 Human Epidermal Growth Factor Receptor 3

ErbB4/HER4 Human Epidermal Growth Factor Receptor 4 ERS (od eng.- European Respiratory Society),
FISH fluorescentna in situ hibridizacija,

FR faktor rasta

HER2 — receptor humanog epidermalnog faka rasta;

IATSL (od eng.- International Association for the Study of Lung Cancer),
KRAS (od eng.-homologous to the oncogene of the Kirsten rat sarcoma virus),
LP lepidicni,

MAPK Ras/Raf/mitogen-aktivirajuéa protein kinaza,

MET - factor mezenhimalno-epitelijalne tranzicije;

MIA minimalno invazivni adenokarcinom,

NRAS (od eng.-neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene)

NSCLC (od eng.- non-small cell lung cancer) OS (od eng.-overall survival)
SCLC - sitnoceijski karcinom pluca.

PCR (od eng.-polymerase chain reaction),

PFS (od eng.-progression free-suvirval).

PI3K/Akt/mTOR fosfatidilinozitol- 3-kinaza,

PNS Paraneoplasti¢ni sindrom,

RT- PCR (od eng.-Reverse transcription -PCR),

SZ0 Svetska zdravstvena organizacija,

TGF-a transformisuci faktor rasta-a,

TKI Tirozin kinaza inhibitori,

TNM (od eng.-tumour lymph nodes metastasis),

TTF-1 (od eng.-thyroid transcription factor-1),

VATS videoasistirana torakoskopija,

89



VEGF vaskularni endotelni faktor rasta,
VMS videoasistirana medijastinoskopija,
WT (od eng.- wild type),
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