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SAZETAK

Uvod: Cilj ovog istrazivanja je bio ispitati da li se odredeni Kklinicki i genetski faktori mogu
koristiti kao minimalno invazivni prediktori prognoze i toksi¢nosti platinske hemioterapije kod
pacijenata sa odmaklim adenokarcinomom pluca.

Materijal i metode: U ovo istrazivanje prospektivno-retrospektivnog karaktera ukljucen je
121 pacijent sa odmaklim adenokarcinomom pluéa. Pacijenti su primali hemioterapiju
platinskim dubletom u prvoj liniji do progresije bolesti ili maksimalno 6 ciklusa. Efikasnost
terapije je procenjivana koriS¢enjem RECIST kriterijuma 1.1 a toksi¢nost pomo¢u CTCAE v.5.0.
Genotipizacija gena XRCC1, RAD51 i TP53 je vrSena primenom RT-PCR.

Rezultati: Medijana vremena do progresije bolesti (PFS) je bila 5.6 meseci (95%CI 4.8 - 6.5), a
medijana ukupnog preZivljavanja (OS) 10.0 meseci (95%CI 8.1 - 12.0). Statisticki znacajno
kracée preZivljavanje je registrovano kod pacijenata loSeg performans statusa [ECOG PS2 vs. PS1
vs. PSO, 10.02 (9.28-10.76) vs. 5.55 (4.73-6.37) vs. 2.63 (3.91-4.31) meseci]. Nosioci Arg/Arg
genotipa XRCC1 gena imali su statisticki znacajno duzi PFS i OS. Nije dokazan uticaj ispitanih
polimorfizama RAD51 i TP53 gena na duZinu PFS i OS. Nosioci 399Arg alela XRCC1 gena su bili
statisticki znacajno podloZniji razvoju neuropatije i anemije (Pearson x2 test, p=0.025i p=0.004
respektivno). Nosioci 135G alela gena RADS51 su statisticki znacajno manje podlozni razvoju
neuropatije. Mucnina i trombocitopenija, narocito visokog gradusa, su statisticki znacajno cesce
registrovani kod nosilaca 72Pro alela gena TP53 (p-0.037 i p=0.051 respektivno).

Zakljucak: Detektovana je statisticki znacajna povezanost polimorfizama Arg399GIn gena
XRCC1, G135C gena RAD51 i Arg72Pro gena TP53 sa efikasnoScu i specificnim toksi¢nostima
platinske hemioterapije kod pacijenata sa odmaklim adenokarcinomom plu¢a. Radi se o
minimalno-invazivnim i finansijski isplativim prognostickim i prediktivnim parametrima koji
bi, kao takvi, mogli biti deo algoritama leCenja pacijenata sa odmaklim NSCLC.

Klju¢ne reci: adenokarcinom pluca, genski polimorfizmi, XRCC1, RAD51, TP53
Naucna oblast: Medicina

UzZa naucna oblast: Molekularna Medicina



Abstract

Introduction: This investigation was conducted in order to determine whether certain clinical
and genetic factors can be used as minimally invasive predictors of efficacy and toxicity of
platinum-based chemotherapy in patients with advanced lung adenocarcinoma.

Materials and methods: A total of 121 advanced lung adenocarcinoma patients were enrolled
in this prospective and retrospective investigation. All patients were treated with platinum-
based chemotherapy doublet in first line until progression or up to 6 cycles. Response to
treatment was evaluated using RECIST1.1 and toxicity graded according to CTCAE v.5.0. RT-
PCR was used for XRCC1, TP53 and RAD51 genotyping.

Results: Median progression-free survival (PFS) was 5.6 months (95%CI 4.8 - 6.5), and median
overall survival (OS) 10.0 months (95%CI 8.1 - 12.0). Patients with poor ECOG PS had a
statistically shorter OS [ECOG PS2 vs. PS1 vs. PS0, 10.02 (9.28-10.76) vs. 5.55 (4.73-6.37) vs.
2.63 (3.91-4.31) months]. XRCC1 Arg399GIn Arg/Arg carriers had a statistically longer PFS and
0S, while there was no influence of the investigated polymorphisms of RAD51 and TP53 on PFS
or OS. TP53 Arg72Pro Pro allele carriers were more prone to nausea (p=0.037) and
thrombocytopenia (p=0.051), especially high-grade. Anemia and neuropathy occurred more
frequently in XRCCI Arg399GIn Arg allele carriers (Pearson x? test, p=0.025 and p=0.004
respectively). RAD51 G135C G allele carriers were statistically less prone to developing
neuropathy.

Conclusion: We detected a statistically significant association between gene polymorphisms
Arg399GIn of XRCC1 gene, G135C of RAD51 gene and Arg72Pro gena TP53 and the efficacy and
certain toxicities of platinum-based chemotherapy in advanced lung adenocarcinoma patients.
These parameters might prove useful for the construction of population-specific, time- and
cost-efficient prognostic and predictive algorithms in the treatment of advanced lung
adenocarcinoma.

Key words: Adenocarcinoma of the lung, gene polymorphisms, XRCC1, RAD51, TP53
Scientific field: Medicine

Scietific subfield: Molecular medicine



SADRZA]

R U AV @ ] B OSSR P PRSPPI 1
1.1 Epidemiologija Karcinoma PIUGA..............cooiiiiiiiiiiii e 1
1.2 Etiologija Karcinoma PIUCA ..............uuiiiiiiii et e e e e e e st e e e e e e s e st a e e e e e e e e e nnrarareeaes 2
1.3 SKrining Karcinoma PIUCA ................uiiiiiiii e e e e e e e e e e s e st r e e e e e e e e nnr e e aaes 3
A B TTF=To L g Loy A ed (I « e X3 1T o T TR 4
1.5 PatohistoloSka podela karcinoma PIUCA .............cooooiiiiiiiiiiiii e e e nrrraeeea s 5
1.6 Molekularno testiranje i ZNataj..............ccoooiiiiiiiiii e 6
1.7 Odredivanje stadijuma bolesti — TNM SISTEM ......cooiiiiiiiiii e 6
1.7.1 TNM sistem kod KarcinoOma PIUCE ........cooiiiiiiiiiiiii ettt 7
1.8 Procena opsteg stanja Pacijenta...............ccooiiiii i 8
1.9 PrincCipi [@CeNJANSCLC ... e e s e e e e e e s et e e e e e e s s seatarreeeeeesessnranaeeeaens 10
1.9.1 Terapija ranih stadijuma DOIESTI..........ccoo i ————— 10
1.9.2 Terapija odmakle/metastatske DOIESTi........cccoie i 11
1.10. Osnovni principi citotoksiéne hemioterapije (HT)............ccoiiiiii e 12
1.10.1. HEMIOLErapija NSCLEC ....coiiiiiiieiie ettt ettt e bt e e et e e e et e e e e nbae e e e nneee 14
1.10.2. Procena efiKaSNOS tEIAPIJE .....ciuuiiiiiiiiiie ittt ettt a et e e e nbae e e e e 15
1.10.3. Toksi¢nost (nezeljena dejstva) hemioterapije ... 16
1.10.4. Platinski derivati u le€enju malignih bOIesti.............eiiiii i 17
1.10.5. Mehanizam dejstva CISPIALINE ........cccooiiiiie i 18
I O B T o o AV o [ (=4 1) (= (o 20
1.11. TOKSICNOSE CISPIAtine ... 21
1.11.1 Gastrointestinalna toKSIENOSE ..........ooiiiiiiii e e e e e e 21
R I 7 =Y 4 = F= T (o o T L S 22
R T T )0 (o] €T o = S 22
R B T NN =W ] 0] (0] & [ T 1= S 23
L T Y11= (o] (o) (o7 Lo 1 TP PP PP 23
1.11.6. HepatotOKSICNOST ......cooeiiiie 23
1.12. Mehanizmi POPIraVKE DINK ... ittt ettt e e e e e s e bbb e et e e e e e e s nnbe b e e e e e e e e e e snnbnnaeaeaens 24
1.12.1. Popravka DNK i o$te¢enje nastalo pod dejstvom platinskih derivata .............cccccooiiiiiiiniiniienes 25

G T { O 31 E PP PP PP PPP PP PPPPPPI 26



LLL4. RADSD e e e e e e e et e e e e e a e et e e e s e e e e 27

T I 3 S SPUPRRPRI 28
1.16. Polimorfizmi jednog nukleotida (eng. single nucleotide polymorphisms, SNPS) ...........ccccvvveennn. 29
1.16.1. Geneticka varijanta Arg399GIn (rs25487) gena XRCCL.........ccovveeiiiiiiiiiiieee e seriieeer e e e e sinvanee e e 30
1.16.2. Geneticka varijanta G135C (rs1801320) gena RADSL..........ouiiiieeiiiiiiiiieee e scstreer e 30
1.16.3. Geneticka varijanta Arg72Pro (rs1042522) gena TP53 ...t e e e e e s snnvnnne e e 30
2. CHLIEVI RADA ..ttt s bt et b e e st e e e nbb e e e nbaeean 31
3. MATERIJAL I METODE ...ttt e e arae e e s enaree s 32
N ] o 11 - 11 [ o] E O TSP PRSP PP PUPPPOTI 32
B € 7= g 1= e (= 44 T=1 o T [PPSR 32
3.2.1. I1zolovanje DNK iz tumorskog tkiva i testiranje mutacija u genu EGFR.............cccoiiiiiiniii e 33

3.2.2. Analiza polimorfizama duzine restrikcionih fragmenata (Restriction Fragment Length

POIYMOIPRISIMS, RELP) ... ——— 33
3.2.3. Reakcija lan¢ane polimeraze (Polymerase chain reaction, PCR)..........cccccovviiiieiiiiee e 34
3.2.4. Restrikciona digestija PCR produkata..............cccceoeiiiiiiiii e 35
3.2.5. Analiza produkata restrikCione digeStije .......cccviviiiiiiii e 36
3.3, StatiStiCKe MELOUE ... e e e e a e e e e s nrn s 37
A, REZULT AT oottt sttt e st e et e e e st e e e anbe e e snbee e snbeeennneean 38
4.1. Rezultati analize distribucije genotipova i frekvencije alela ..........c.cccvvvviviiiiiiiiiiiiii, 40
4.2. Efikasnost primenjene NemMiOtEIaij€ .....uuu i uueueieueeeuereuerureeeeereuerererererrerrererere.er.—.———————————.—.—.—————————————. 41
4.2.1. Vreme do progresije DOIESt (PFS) ....ccovviiiiiiieieeeeeee ettt 42
4.2.2. UKUPNO Prezivlijavanje (OS).......uuii i ittt b e e e bae e 45
4.3. TOKSICNOSt PriMeENJENE HT ......cooiiiiiii et e e e e neee a7
4.4. Povezanost prezivljavanja i ispoljene tokSiCNOSti .............ccooiiiiiii 49

4.5. Analiza asocijacije polimorfnih varijanti gena XRCC1, RAD51 i TP53 sa prezivljavanjem i
efikasnoSEU PrimenJeNe teraPije ....... ..o e 53
4.5.1. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399GIn gena XRCC1 sa prezivljavanjem ....... 53
4.5.2. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante G135C gena RAD51 (rs1801320) sa
(O] (=Y ANY ]| E= YV Z= T a1 =Y o ORI 55
4.5.3. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 i prezivljavanja.................. 57
4.5.4. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399GIn gena XRCCL1 sa efikasno$c¢u

(01T 10 =T =T o 1] = TP RPN 60



4.5.5. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante G135C gena RAD51 sa efikasno$¢u hemioterapije

4.6. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399GIn gena XRCCL1 i ispoljene toksi¢nosti
Y= 0010 N 0= T = T LSRR 61
4.6.1. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399GIn gena XRCC1 sa pojavom leukopenije62

4.6.2. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399GIn gena XRCCL1 sa pojavom neutropenije

...................................................................................................................................................................... 63
4.6.3. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399GIn gena XRCC1 sa pojavom anemije.....65
4.6.4. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399GIn gena XRCC1 sa pojavom

L0 g1 oo o3 o] o= ] = PP 66
4.6.5. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399GIn gena XRCC1 sa pojavom dijareje...... 67
4.6.6. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399GIn gena XRCCL1 sa pojavom nauzeje

(10Tl oo TR OO PP PP PP TTPPPO 68
4.6.7. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399GIn gena XRCC1 sa pojavom povrac¢anja
(0174 P TP P PR PTPPPN 69

4.6.8. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399GIn gena XRCC1 sa pojavom neuropatije 70
4.6.9. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399GIn gena XRCCL1 sa pojavom porasta
kreatinina (NEfrOtOKSIENOST)........iiiiiiiiie i e e et e e et e e e e nnbae e e e nnees 71
4.6.10. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399GIn gena XRCC1 sa pojavom porasta

transaminaza (hepatotOKSIENOST).........uiii it e ee e 72

4.7. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante G135C gena RAD51 (rs1801320) i ispoljene

tOKSICNOStI NEMIOLErAPIJE ......o..veiiiii ettt et 72
4.7.1. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante G135C gena RAD51 sa pojavom leukopenije......74
4.7.2. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante G135C gena RAD51 sa pojavom neutropenije ....75
4.7.3. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante G135C gena RAD51 sa pojavom anemije ........... 76

4.7.4. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante G135C gena RAD51 sa pojavom trombocitopenije

...................................................................................................................................................................... 78
4.7.5. Rezultati analize asocijacije polimorfnih varijanti G135C gena RAD51 sa pojavom dijareje............. 79
4.7.6. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante G135C gena RAD51 sa pojavom mucnine

(= U= T=) ORI 80
4.7.7. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante G135C gena RAD51 sa pojavom povracanja

(S0 1=74= ) TP PEPPTP 81

4.7.8. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante G135C gena RAD51 sa pojavom neuropatije (SPN)

4.7.9. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante G135C gena RAD51 sa pojavom porasta kreatinina

(LY ge1 (0] T o7 o Lot PP 83



4.7.10. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante G135C gena RAD51 sa pojavom porasta

transaminaza (hepatotOKSIENOSE) .........uiii it e et e e bre e e 84

4.8. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 i ispoljene toksi¢nosti

Y= 00T N1 = o L= RSP 84
4.8.1. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 sa pojavom leukopenije.....86
4.8.2. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 sa pojavom neutropenije ...87

4.8.3. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 sa pojavom trombocitopenije

...................................................................................................................................................................... 88
4.8.4. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 sa pojavom anemije .......... 90
4.8.5. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 sa pojavom dijareje ........... 91
4.8.6. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 sa pojavom nauzeje
(01Tt o T TR PSPPSR 92
4.8.7. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 sa pojavom emeze

(o T0) = To= 12 ] F- | SRR 93
4.8.8. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 sa pojavom neuropatije .....94

4.8.9. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 sa pojavom nefrotoksi¢nosti
(0Tl =TS 2= Y= LA o ) SRR 95

4.8.10. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 sa pojavom

hepatotoksicnosti (porasta tranSamiNAZa)............cuiuuiieiiiiiie e 96
4.9. KOMDINACI)E GENOTIPOVA ..uvvvviiiiiiiiiiiiereiieeseeeeeeeeessaesseseeseearseeesreeeeerererereeteee—..rererererernreerernrnrnrnrnnnnnnnnnnns 96
T B 1 151 QU 1 1N USSR 97
LY /7. N L I O ) TSP 104

7. LITERATURA ettt nnn e e 105



1. UVOD

1.1 Epidemiologija karcinoma pluc¢a

Karcinom pluca i dalje predstavlja najceS¢u i najsmrtonosniju malignu bolest u svetu.
Sredinom devetnaestog veka moglo se pronaci svega dvadesetak opisanih slucajeva ove bolesti.
Adler je 1912. godine opisao 374 slucaj (1), dok je trenutna situacija znacajno razlic¢ita i
umnogome poraZavajuca. Po podacima Globocana iz 2020. godine (2), godiSnje se u svetu
registruje oko 2,2 miliona novoobolelih od karcinoma plu¢a, $to predstavlja 11.4% od ukupnog
broja novobolelih od malignih bolesti i znacajan porast od 1.6 miliona novodijagnostikovanih
2012. godine. Prema podacima americkog Nacionalnog Instituta za Rak za period 2014-2016.
godine, oko 6.3% ukupnog stanovnistva ¢e tokom svog Zivota oboleti od karcinoma pluéa (3).
Trend incidence i geografska distribucija se razlikuju medu polovima, Sto odraZava istorijske,
kulturoloSke i regionalne razlike u prevalenci konzumiranja duvana i izloZenosti drugim
karcinogenima. Ovo je najceS¢a maligna bolest muskaraca sa 1.37 miliona novoobolelih
godiSnje, odnosno 14.5% ukupnog broja novoobolelih od malignih bolesti. Najvece stope
incidence u muskoj populaciji se registruju u Mikroneziji/Polineziji, 52.2 na 100.000, Isto¢noj
Aziji, 47.2, i u gotovo celoj Evropi, narocito isto¢noj, gde Madarska ubedljivo vodi sa stopom
incidence od ¢ak 77.4. Kod Zena se godisSnje registruje oko 720.000 novoobolelih, 8.4% ukupnog
broja, Cine¢i karcinom pluc¢a tre¢im najc¢es¢im karcinomom kod Zena, iza karcinoma dojke
(24.4%) i kolorektuma (9.5%). Najvece stope incidence se javljaju u Severnoj Americi, 30.7 i
Severnoj i zapadnoj Evropi, narocito Danskoj i Holandiji, 26.9, kao i Australiji i Novom Zelandu,
24.0 na 100.000 Zena. Kao i u muskoj populaciji, daleko najvece stope incidence se beleZe u
Madarskoj, cak 42.0. Interesantan je podatak da je incidence karcinoma pluc¢a kod Zena u Kini
slicna onoj u zapadnoj i severnoj Evropi, oko 22.8, iako postoje znacajne razlike u broju Zena
pusaca izmedu ovih regija. Smatra se da je ovo posledica koriS¢enja uglja za zagrevanje kuca i
kuvanje. Kod oba pola, najnize stope incidence su u Africi, 2.4 do 3.8 na 100.000 muskaraca i
1.2 do 2.3 na 100.000 Zena, osim pojedinih zemalja kao Sto je Maroko, gde je stopa incidence
31.91 Juznoafricke Republike, 28.2. Globalno postoji trend pada incidence karcinoma plu¢a kod
muskaraca kao posledica zabrane pusenja na javnim mestima (1,2,4) Edukacija i kampanje o
Stetnosti duvanskog dima su dovele do Cinjenice da je u Evropskoj Uniji 2016. godine karcinom
plu¢éa kod muskaraca prvi put posle visSe decenija po incidenci pao na drugo mesto iza
karcinoma prostate (5). Kod Zena su incidence ove bolesti i dalje u porastu na globalnom nivou,
ali se registruje diskretno smanjenje u razvijenim zemljama. Smrtnost od ovog oboljenja je
konstatno visoka i sa procenjenih 1.79 miliona umrlih godiSnje ¢ini karcinom pluc¢a jednom od
najsmrtonosnijih bolesti, sa odnosom obolevanja i umiranja od 0,85 (1,4). Postoji znacajna
razlika u stopama incidence izmedu pripadnika razli¢itih rasa kao i socio-ekonomskih grupa.
NajvecCe stope incidence su medu Afro-amerikancima, 83,7, neSto niZze su kod pripadnika
kavkaske rase, 66,3, a najniZe kod Hispano-amerikanaca, 33,3. (1,3). Neke studije su pokazale
korelaciju izmedu niZeg socio-ekonomskog statusa i karcinoma pluca bez obzira na puSenje Sto
ukazuje i na druge etioloske i faktore sredine kao Sto su uslovi Zivota i profesionalna izloZenost
karcinogenima (1). Registruje se trend pada mortaliteta za 48% od 1990.godine kod muskaraca
iza 23% kod Zena od 2002.godine, a u periodu od 2012. do 2016.godine mortalitet opada za 4%
kod muskaraca, odnosno za 3% kod Zena, Sto je svakako posledica napredka u lecenju ove
bolesti (6).

Epidemioloska situacija u Srbiji u pogledu karcinoma pluc¢a, odgovara onoj u svetu. Prema
podacima Instituta za javno zdravlje Srbije iz 2018.godine, godiSnje se registruje oko 6600
novoobolelih, a umre oko 5400 obolelih. Kod muskaraca je karcinom pluca najces¢i maligni
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tumor, zastupljen sa 21.2% od ukupno obolelih od malignih bolesti, sa standardizovanom
stopom incidence od 57 na 100.000 i stopom mortaliteta od 53.3, odnosno 30.9% svih umrlih
od malignih bolesti ¢ine umrli od karcinoma plu¢a. Kod Zena karcinom pluc¢a ¢ini 10.2%
novoobolelih od svih malignih bolesti, $to ga stavlja na sada ve¢ drugo mesto medu malignim
bolestima kod Zena u Srbiji, iza karcinoma dojke. Stopa incidence iznosi 22.4 na 100.000 Zena,
a stopa mortaliteta 19.8, odnosno 17.2% svih umrlih, ¢ine¢i ga drugim malignitetom po
smrtnosti, iza karcinoma dojke kome se po mortalitetu iz godine u godinu sve viSe pribliZava
(7). U periodu od 1999. do 2008. godine u Srbiji je zabeleZen porast u obolevanju od karcinoma
pluca za alarmantnih 27,4% zbog c¢ega se Srbija 2008. godine nalazila u grupi zemalja Evrope
sa visokim stopama obolevanja i smrtnosti od karcinoma plu¢a. Ovaj porast bio je viSe nego
duplo veci kod Zena nego kod muskaraca Sto se pre svega objaSnjava povecanjem upotrebe
duvanskih proizvoda u ovoj populaciji. Trend porasta stope incidence karcinoma pluéa je
poslednjih par godina sniZen i smatra se da polako dostiZe plato, kao i da sledi postepen pad
broja obolelih i umrlih (8).

Karcinom pluca se najceSce javlja kod osoba starije Zivotne dobi, sa medijanom starosti
pri dijagnozi od 70 godina. Oko polovine obolelih osoba su starosti izmedu 55 i 74 godine, a ¢ak
37% obolelih ima preko 75 godina. Karcinom pluc¢a predstavlja najceS$¢i uzrok smrti uopste kod
muskaraca starijih od 40, i kod Zena starijih od 59 godina (6,9,10).

Vise od polovine novoobolelih (57%) se dijagnostikuje u odmaklom stadijumu bolesti.
PetogodiSnje preZivljavanje direktno zavisi od stadijuma bolesti pri dijagnozi. Ukupno
petogodisSnje prezivljavanje je iznosilo 19%, 16% kod muskaraca i 22% kod Zena, i duZe je kod
obolelih od nesitnocelijskog nego od sitnocelijskog karcinoma, 23% prema 6%. Prema
podacima za 2016.godinu u Sjedinjenim Ameri¢ckim DrZavama u lokalizovanoj bolesti
petogodisSnje preZivljavanje iznosi oko 56%, za lokalno odmaklu bolest 24%, a za metastasku
svega 4% (6). Situacija u Evropi je u prvoj deceniji dvadesetprvog veka bila slicna, ukupno
petogodiSnje prezivljavanje je iznosilo 17%, a po stadijumima 52% za rani, 25% za lokalno
odmakli i 4% za odmakli, metastatski stadijum bolesti (11).

Primeéene su znacajne razlike izmedu Zena i muSkaraca u pogledu faktora rizika,
patologije i prognoze (1). Cini se da su osobe Zenskog pola podloZnije razvoju karcinoma pluéa
od muskaraca. Postoji veca incidence karcinoma plu¢a kod Zena nepusaca u odnosu na
muskarce nepusace, CeS¢e su mutacije gena za epidermalni factor rasta (eng. Epidermal growth
factor receptor, EGFR), kao i adenokarcinomi sa lepidi¢nim tipom rasta (12-14). Neke genske
alteracije koje se ceS¢e nalaze kod Zena pusSaca mogu biti odgovorne za povecani rizik za razvoj
karcinoma pluca: over-ekspresija CYP1A1l gena, mutacija glutation S-trasferaza M1 enzima,
mutacije tumor supresorskog gena TP53 i mnoge druge (12,14). Razlike u hormonskom statusu
takode mogu biti znacajne. Estrogen receptor (ER) a, koji se normalno ne nalazi u tkivu pluca je
pojacano eksprimiran u tkivu adenokarcinoma pluca kod Zena, Antiestrogeni in vitro dovode
do inhibicije rasta tumorskih ¢elija. Takode je ispitivan uticaj drugih faktora specificnih za
zenski pol kao Sto su broj trudnoca i porodaja, godine pri menarhi i menopauzi, trajanje
menstrualnog ciklusa, hormonska terapija, ali su rezultati ¢esto kontradiktorni a svakako
nekonkluzivni za sada (15,16).

1.2 Etiologija karcinoma pluca

Etiopatogeneza karcinoma pluca je kompleksna i multifaktorska, a medusobni odnosi
izmedu pojedinih uzrocnika cesto su nedovoljno ispitani. PuSenje cigareta je daleko najceSc¢i
uzrok nastanka karcinoma pluca. Pusaci imaju oko 20 puta vecu verovatnocu da obole od
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karcinoma pluca od nepusaca. Dokazi o povezanosti konzumiranja duvana i razvoja ove bolesti
su mnogobrojni, a sama kancerogeneza izazvana duvanskim dimom je viSestepeni proces koji
obuhvata kako direktno oStecenje epitela disajnih puteva, tako i promene na nivou DNK i
mnogih drugih molekularnih struktura (8,17). Rizik za razvoj karcinoma pluéa je
proporcionalan broju popusSenih cigareta, duzini puSackog staza i koncentraciji katrana koji se
udahne. Smatra se da je pusSenje odgovorno za nastanak karcinoma pluca kod oko 90% obolelih
muskaraca i oko 80% obolelih Zena, pri ¢emu se Cini da postoje razlike medu polovima u
osetljivosti na kancerogene efekte duvanskog dima. Ovaj rizik se smanjuje nakon prestanka
pusenja, ali je potrebno oko 30 godina da bi se sveo na polovinu. Medutim, karcinom pluca se
javlja kod svega oko 11% svih puSaca, Sto ukazuje na postojanje drugih uzroc¢nika i faktora
rizika. Pasivno puSenje, odnosno izloZenost duvanskom dimu u Zivotnoj ili radnoj sredini
takode predstavlja faktor rizika. Nepusaci koji Zive sa puSacem imaju 20-30% veci rizik da obole
od raka pluca od drugih nepusaca (17,18).

Radon se smatra drugim najces¢im uzro¢nikom karcinoma plu¢a odgovornim za oko 2-
9% obolelih. Dva produkta prirodnog procesa raspada radona oslobadaju alfa Cestice koje
svojom velikom energijom i masom dovode do oSte¢enja DNK epitelnih ¢elija disajnih puteva.
PuSenje i radon imaju sinergisticko dejstvo na rizik od razvoja karcinoma plu¢a. Mnogi
karcinogeni radne sredine kao Sto su ¢ad, katran (zbog visokog procenta benzopirena), arsen,
hrom, nikl, herbicidi, insekticidi, kao i radioterapija grudnog kosa i druge vrste zracenja takode
povecavaju rizik od nastanka karcinoma pluca (8,19).

Pored navedenih spoljnih, ekstrinzi¢nih faktora, identifikovani su i odredeni intrinzicki,
Pozitivha porodi¢na anamneza, narocito prvih srodnika, znatno povecava navedeni rizik.
Prethodno hroni¢no oboljenje plu¢a takode moZe povecati rizik za nastanak karcinoma pluca.
Hronicna opstruktivna bolest plu¢a (HOBP) je Cesto prisutna kod obolelih od karcinoma pluca,
ali je i ova bolest naj¢eSc¢e izazvana izlaganjem duvanskom dimu, te je tesko utvrditi uzrocno-
posledi¢nu povezanost. Jedna od mogucih veza izmedu razvoja HOBPa i karcinoma pluca,
nezavisno od pusenja, je deficijencija alfal-antitripsina (a1ATD) koja se ¢eSc¢e javlja kako kod
obolelih od HOBP-a tako i kod obolelih od karcinoma pluca. Prevalenca alATD je veca kod
osoba obolelih od karcinoma pluéa nego u opstoj populaciji, bez obzira na njihov pusacki status
(20,21).

Mnogi drugi genetski faktori se smatraju faktorima rizika. Deficijencija folata moZe biti
povezana sa promenama u sintezi, popravci i metilaciji DNK, Sto doprinosi ukupnoj
nestabilnosti genoma i poveanom riziku za razvoj malignih bolesti. Genski polimorfizmi
enzima koji ucestvuju u metabolizmu folata, kao Sto su metilentetrahidrofolat reduktaza
(MTHFR) i timidilat sintetaza (TYMS) su povezani sa izmenjenim nivoom folata u serumu i
mogu biti faktori rizika za razvoj karcinoma pluca. Uz to, predstavljaju faktore loSe prognoze i
dovode do povecane toksi¢nosti primenjene terapije, Sto je pokazano i na grupi pacijenata u
Srbiji (18).

1.3 Skrining karcinoma pluca

U vedini slucajeva, simptomi karcinoma pluca se javljaju kasno, kada je bolest ve¢ u
odmakloj fazi i kada je moguénost izleCenja veoma mala. Stoga je jasan znacaj ranog otkrivanja
bolesti. Ranije metode skrininga primenom radiografije grudnog kosaili citologije sputuma nisu
pokazale znacajne rezultate (10). Prvi znacajni rezultati skrininga su dosli nakon velike studije
sprovedene u Sjedinjenim Americkim Drzavama, The National Lung Cancer Screening Trial,
NLST (22). U ovu studiju je ukljuceno preko 53000 osoba starosti izmedu 55 i 74 godine koji su
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bili viSegodis$nji trenutni ili bivsi pusaci (preko 30 paklo/godina ili manje od 15 godina od
prestanka puSenja). Svi ispitanici su podeljeni u dve grupe, jedna koja je podvrgnuta
radiografijama grudnog koSa jednom godiSnje tokom tri godine, i druga koja je pracena
niskodoznim CT pregledom (LDCT). Pokazano je da primena skrininga LDCTom dovodi do
smanjenja smrtnosti povezane sa karcinomom pluc¢a za 20%, a smanjenja smrtnosti od bilo kog
uzroka za 6.7%. Na osnovu ove studije u SAD je uveden program skrininga pomo¢i LDCTa za
grupu visokorizi¢ne populacije u visoko specijalizovanim centrima (22,23). Holandska NELSON
studija ciji su rezutati objavljeni 2018.godine, je pratila viSe od 15000 osoba pod visokim
rizikom za razvoj karcinoma pluca, tokom 10 godina, i poredila grupu pra¢enu pomoc¢u LDCTa
i grupu na kojoj nije sproveden skrining. Rezultati su pokazali redukciju u smrti povezanom sa
karcinom pluca za 26% kod muskaraca i za ¢ak 39-61% kod Zena (24). Za sada evropske
smernice preporucuju skrining za karcinom pluc¢a za visokorizi¢ne grupe u okviru dobro
organizovanih programa u ekspertskim centrima gde je mogu¢ multidisciplinarni tretman i
pracenje suspektnih nalaza, uz ukljucivanje u programe za odvikavanje od pusenja (10).

1.4 Dijagnosticki postupci

Kada postoji sumnja na karcinom pluéa neophodno je sprovesti odgovarajuce
dijagnosticke procedure koje imaju za cilj potvrdu dijagnoze, odredivanje histoloSkog tipa
tumora, precizno odredivanje stadijuma bolesti i procenu stanja pacijenta. Dijagnosticki
postupak obuhvata anamnezu i fizicki pregled, laboratorijske analize, radioloSku dijagnostiku,
neinvazivnu i invazivnu internisticku dijagnostiku, hirurSku dijagnostiku, procenu opsteg
stanja i multidisciplinarnu odluku o lecenju (8). Koji ¢e dijagnosticki postupak biti adekvatan za
pacijenta zavisi od veliine i lokalizacije tumora, prisustva ili odsustva udaljenih metastaza i
karakteristika samog pacijenta, odnosno postojanja plu¢nih ili drugih znacajnih komorbiditeta
(25). Preporuka je da se dijagnosticki postupci sprovode istovremeno kada je to moguce, a ne
sekvencijalno, i uz ucesce iskusnog multidisciplinarnog tima od samog pocetka, u cilju $to brzeg
postavljanja dijagnoze i odredivanja terapijskog plana, obzirom da se radi o agresivnoj bolesti
(26).

Neinvazivne dijagnosticke metode obuhvataju citologiju sputuma, (koja daje pozitivan
rezultat maligniteta u oko 90% centralno lokalizovanih tumora, ali je nedovoljna za odredivanje
histoloSkog i molekularnog podtipa tumora), radiografiju grudnog kosa, CT (kompjuterizovana
tomografija) grudnog kosa i abdomena, CT ili MR endokranijuma, scintigrafiju skeleta, PET CT
(pozitron emisiona tomografija). Danas je CT pregled grudnog koSa osnovna metoda procene
intratorakalne prosirenosti bolesti i neophodan je uvek, a narocito kada se razmatra hirursko
lecenje ili kod utvrdivanja izleCenja. (8). MR ili CT pregled (ako MR nije dostupan) glave je
indikovan kod svih pacijenata koji imaju neuroloSke simptome, kod svih pacijenata sa
dijagnozom sitnocelijskog karcinoma pluca, kao i kod pacijenata kod kojih se planira kurativni
tretman (osim kod stadijuma IA), a narocito za stadijum III i adenokarcinome (8,10,25,26).
Scintigrafija skeleta je indikovana kod pacijenata sa simptomima koStanih metastaza i kod
sitnocelijskih karcinoma. PET CT pregled je superioran za procenu medijastinalne proSirenosti
bolesti i ektratorakalnih metastaza (osim CNS metastaza zbog fizioloSki visokog metabolizma
glukoze u mozgu), i indikovan je kod svih pacijenata kod kojih se razmatra kurativni tretman.
Ne preporucuje se kod pacijenata sa sitnocelijskim karcinomom, osim u retkim slucajevima
kada se planira hirursko lecenje ili kao pomo¢ni metod prilikom planiranja zra¢ne terapije
(8,26)

Zadatak invazivnih dijagnostickih procedura je dobijanje adekvatnog uzorka tkiva
tumora za histoloSku i molekularnu analizu. Uvek treba izabrati onu metodu koja e biti
najmanje invazivna a kojom ¢e se dobiti najbolji uzorak tkiva (25). Mogu se koristiti minimalno
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invazivne metode kao $to su uzimanje uzorka pleuralnog ili perikardnog izliva, aspiraciona
biopsija perifernih limfnih ¢vorova ili udaljenih metastaza. Na ovaj nacin se dobija citoloski
uzorak na kome se moze adekvatno odrediti vrsta tumora i uraditi neke molekularne analize,
ali ovakav uzorak nije dovoljan za kompletno molekularno profilisanje tumora. U najveéem
broju slucajeva, narocito kada se radi o centralno lokalizovanim tumorima, bronhoskopija je
metod izbora za dobijanje histoloSke dijagnoze. NajceSce se koristi bronhoskopija savitljivim
bronhoskopom u lokalnoj anesteziji, dok je rigidna bronhoskopija rezervisana za retke
slucajeve kada postoji rizik od nekontrolisanog krvarenja ili postoji potreba za odrzavanjem
kompetentnosti disajnih puteva. Uzorak tumora se moZe uzeti lavazom bronhija (citoloski),
cetkanjem bronhija (brush), biopsijom bronha (BB), transbronhijalnom biopsijom (TBB) ili
transbronhijalnom iglenom aspiracijom (TBNA). Koja ¢e od ovih metoda biti koriS¢ena se
odreduje tokom same procedure u zavisnosti od endoskopskog nalaza (8). Za procenu
zahvacenosti medijastinalnih limfnih ¢vorova koriste se endobronhijalni utrazvuk (EBUS),
endoezofagealni ultrazvuk (EUS), a u slucaju da se ovim metodama ne dobije adekvatan nalaz,
a postoji visoka sumnja da su ¢vorovi zahvaceni, savetuju se hirurSke metode uzorkovanja
limfnih ¢vorova, od kojih se najceS¢e koriste medijastinoskopija i video-asistirana
torakoskopija (VATS). Ove metode narocito imaju veliki znacaj za precizno odredivanje
intratorakalne proSirenosti bolesti kod pacijenata koji nemaju ekstratorakalne metastaze i kod
kojih se planira kurativni pristup (8,10,25).

1.5 Patohistoloska podela karcinoma pluca

Prvi zapisi o histoloskim tipovima karcinoma plu¢a se mogu naci jo§ u radovima
objavljenim tridesetih godina proslog veka. Ve¢ tada se kao histoloski entiteti izdvajaju
sitnocelijski, skvamozni i adenokarcinom, ali uz nejasno definisane karakteristike svakog od
ovih tipova i uz opisivanje i mnostva drugih, nejasno okarakterisanih histoloskih entiteta (27).
Svetska Zdravstvena Organizacija (SZO) je prvu verziju histoloske klasifikacije karcinoma pluca
izdala 1967.godine, a ona je dozivela nekoliko revizija. Poslednja verzija ove podele, koja se i
danas koristi je objavljena 2015.godine i donela je znacajne izmene u nacinu izvestavanja o tipu
tumora, uvela nove histoloske entitete, a neke ranije Siroko KoriS¢ene, kao Sto je
bronhioalveolarni karcinom, izbacila iz upotrebe. Najznacajnije izmene se odnose na preporuke
o nacinu postavljanja dijagnoze u malim uzorcima za razliku od operativnog materijala,
adekvatnoj primeni imunohistohemijskih markera, a narocito u podtipovima adenokarcinoma,
Sto je direktna posledica izmena u klasifikaciji adenokarcinoma predloZenim 2011.godine od
strane Medunarodne Asocijacije za Istrazivanja Karcinoma Pluca (International Association for
the Study of Lung Cancer, IASLC), Evropskog Respiratornog Drustva (European Respiratory
Society, ERS) i Americkog Torakalnog UdruZenja (American Thoracic Society) (28,29). Ono Sto
je i u ovoj verziji klasifikacije ostalo nepromenjeno je osnovna i najjednostavnija podela
karcinoma pluca na sitnocelijski i nestinocelijski karcinom. Globalno, sitnocelijski karcinom se
dijagnostikuje kod oko 15%, a nesitnocelijski kod oko 85% svih obolelih. U okviru
nesitnocelijskih karcinoma najces¢i su adenokarcinom i skvamozni karcinom, dok su drugi,
brojni, podtipovi znatno rede zastupljeni.

Po dobijanju adekvatnog uzorka tkiva tumora zadatak patologa je da precizno odredi
histoloski tip i podtip tumora vodeci se najnovijim smernicama koje, kao Sto je ranije naglaseno,
po prvi put podrazumevaju razlicite principe izveStavanja u zavisnosti od toga da li se radi o
malim uzorcima (citoloski, biopsije) ili o operativnom materijalu (28,29). Bez obzira na vrstu
uzorka, neophodno je ocuvati Sto je viSe moguce tkiva za kasnije molekularne analize. Takode,
savetuje se i racionalno koriS¢enje imunohistohemijskih markera. Preporuka je da se, ukoliko
se tip tumora ne moZe odrediti na osnovu samo morfolosSkih karakteristika Celija, koriste samo
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po jedan marker za skvamocelularnu diferencijaciju (p63 ili p40 najcesce), adenokarcinom
(TTF-1 ili napsin-A) ili neuroendokrinu diferencijaciju (sinaptofizin, hromogranin ili CD56)
(9,25,28). U slucaju dijagnoze adenokarcinoma ili prisustva adenokarcinomske komponentne,
neophodna su dodatna molekularna ispitivanja shodno preporukama (9).

1.6 Molekularno testiranje i znacaj

Dostignu¢a na polju molekularne medicine i genetike su dovela do identifikovanja
znacajnih genskih alteracija u ¢elijama karcinoma bronha, od kojih su pojedine od sustinskog
prognostickog i prediktivnog znacaja. Ove se promene Cesto nalaze u genima koji kodiraju
proteine signalnih puteva cCelije koji su neophodni za nastanak, razvoj i opstajanje maligne
¢elije, odnosno uzrokuju takozvanu onkogenu adikciju. Kao takve, predstavljaju i “Ahilovu petu”
maligne Celije, odnosno odli¢na su meta za razvoj ciljanih lekova koji, prekidanjem tih signalnih
puteva, dovode do smrti maligne Celije (30,31). NajceSce i klinicki najznacajnije alteracije su
mutacije u genu za receptor epidermalnog faktora rasta (eng. epidermal growth factor receptor,
EGFR), ALK translokacije (eng. Anaplastic ymphoma kinase), ROS1 fuzija (c-ros oncogene 1),
KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) mutacija, BRAF mutacije, narocito V600E, a
u poslednje vreme se sve vise ispituju i HER2 mutacije (human epidermal growth factor receptor
2), mutacije u egzonu 14 MET gena, kao i RET (eng. rearranged during transfection) i NTRK
fuzije (neurotropic tropomyosin receptor kinase 1) (32). Ove alteracije se, uglavnom, ne nalaze
istovremeno kod jednog pacijenta. Ce¢e su prisutne kod Zena, nepusaca ili osoba koje su malo
pusile i prestale vise godina pre pojave karcinoma, mladih osoba i osoba Zute rase. Medutim,
ove Kklini¢ke karakteristike se nikako ne smeju koristiti za izdvajanje pacijenata koje treba
testirati, ve¢ treba testirati sve adenokarcinoma u stadijumu IV, sve tumore koji pokazuju
adenokarcinomsku komponentu, NOS (eng. not otherwise specified) karcinome i odredene
pacijente sa skvamoznim karcinomom, kada se moZemo Kkoristiti ovim klinickim
karakteristikama (9,31,32). Poslednjih godina je imunoterapija dovela do prave revolucije u
leCenju metastatskog NSCLC, sa uvodenjem u klinicku praksu novih agenasa nazvanih inhibitori
kontrolne tacke (eng. checkpoint inhibitors). To su monoklonska antitela koja vrSe interakciju
izmedu maligne Celije i ¢elija imunog sistema i na taj nafin omogucavaju da imuni sistem
prepozna malignu ¢eliju kao stranu i unisti je. Ova interakcija se ostvaruje putem PD-1
receptora (eng. programmed cell death receptor 1) koji je eksprimiran na ¢elijama imunog
sistema i PD-L1 (eng. programmed cell death receptor ligand) koji moZe biti eksprimiran i na
Celijama tumora. Ucestalost PD-L1 ekspresije kod nesitnocelijskog karcinoma bronha
nezavisno od histoloSkog tipa se krece izmedu 20% i 50%. Nivo ekpsresije PD-L1 na ¢elijama
tumora moZe imati uticaj na efikasnost imunoterapije, te je i ova analiza poslednjih godina usla
u sve preporuke za molekularno testiranje (33,34). Prema preporukama svih svetskih
onkoloskih udruzenja neophodna su slede¢e molekularne analize: EGFR, ALK, ROS1, PD-L1, a
prema nekim preporukama i K-Ras, BRAF, MET, RET, NTRK (9).

1.7 Odredivanje stadijuma bolesti - TNM sistem

Stadijum maligne bolesti predstavlja proSirenost bolesti u organizmu. Pravilno i
precizno odredivanje stadijuma je neophodno radi donoSenja adekvatne odluke o daljim
terapijskim postupcimai radi procene prognoze. U najSiroj upotrebi u onkologiji je TNM sistem,
formiran sredinom dvadesetog veka od strane Ameri¢nog Udruzenog Komiteta za Rak
(American Joint Committee for Cancer, AJCC) i Medunarodne Unije za Borbu protiv Raka
(International Union Against Cancer, UICC). Ovaj sistem uzima u obzir anatomsku prosSirenost
bolesti, i to prateci lokalnu i regionalnu prosirenost, odnosno T-tumor i N-limfne ¢vorove, kao i
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prisustvo ili odsustvo udaljenih promena, odnosno M-metastaze. Glavni ciljevi koris¢enja TNM
sistema su pored odredivanja najboljeg terapijskog modaliteta i procena prognoze, evaluacija
rezultata leCenja, olakSavanje razmene podataka izmedu centara koji se bave malignim
bolestima, a takode i pomo¢ u pracenju i kontroli malignih bolesti kroz registre (35).

1.7.1 TNM sistem kod karcinoma pluca

Odredivanje stadijuma karcinoma plu¢a pomocu TNM sistema je u upotrebi od
sedamdesetih godina dvadesetog veka i proslo je kroz nekoliko revizija. U vreme pocetka ovog
istrazivanja u upotrebi je bila sedma revizija TNM Kklasifikacije malignih tumora grudnog kosa
(36-38). Ova revizija je pocela da se primenjuje od pocetka 2010.godine, i koriS¢ena je za
odredivanje stadijuma bolesti u ovom istrazivanju. U Tabelama 1 do 4 su prikazana obelezja
sedme verzije TNM klasifikacije karcinoma pluca (8).

Tabela 1. T deskriptor prema sedmoj TNM Kklasifikaciji.

Tx Primarni tumor nije utvrden, ili je pozitivan nalaz malignih éelija u
sputumu ili u ispirku bronha, bez vizualizacije radioloskim
tehnikama i bronhoskopijom.

TO Primarni tumor nije evidentiran
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor 3 cm ili manji u najve¢em dijametru, okruzen pluénim

Tabela 2.N

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

Tla Tumor 2cm ili manji. Kao T1a klasifikuje se tumor povrsnog Sirenja
bilo koje velicine sa invazijom ogranicenom na zid bronhija, koji se
proksimalno $iri i u glavni bronh.

T1b Tumor veci od 2 cm, ali ne viSe od 3 cm u najvecem dijametru

T2 Tumor veéi od 3cm, ali manji od 7cm, ili tumor koji zahvata glavni
bronh na udaljenosti od 2cm ili vecoj od karine traheje, zahvata
visceralnu pleuru, udruzen je sa atelektazom ili opstruktivnim
pneumonitisom koji se Siri nahilarnu regiju, ali ne zahvata cela

pluca.
T2a Tumor veci od 3cm, ali manji od 5cm u najvecoj dimenziji
T2b Tumor veci od 5cm, ali manji od 7cm u najvecoj dimenziji
T3 Tumor veci od 7cm ili direktno (zahvatanje) zida grudnog koSa

(ukljucujuci i tumor gornjeg sulkusa), dijafragme, freni¢nog nerva,
medijastinalne pleure, parijetalnog perikarda; ili tumor u glavnom
bronhu na manje od 2cm distalno od karine treheje bez zahvatanja
karine; ili udruzen sa atelektazom ili opstruktivnim pneumonitisom
celog plu¢nog krila ili odvojeni tumorski nodus/i u istom reznju kao
i primarni tumor

T4 Tumor bilo koje veli¢ine koji zahvata: medijastinum, srce, velike
krvne sudove, traheju, rekurentni nerv, jednjak, kicmene prsljenove
[ karinu traheje, odvojeni nodusi u razli¢itom reznju istog pluc¢a kao
primarni tumor.

deskriptor prema sedmoj TNM Kklasifikaciji.



Nx Regionalne limfne Zlezde nisu odredivane

NO Nema metastaza u regionalnim limfnim zlezdama

N1 Metastaze u ipsilateralnim peribronhijalnim i/ili ipsilateralnim hilarnim
limfnim zlezdama I intrapulmonalne limfne Zlezde ukljucujuci rastom direktno
zahvatanje

N2 Metastaze u ipsilateralnim medijastinalnim i/ili subkarinalnim limfnim
Zlezdama

N3 Metastaze u kontralateralnim medijastinalnim, kontralateralnim hilarnim,
ipsilateralnim ili kontralateralnim skalenskim ili supraklavikularnim limfnim
Zlezdama

Tabela 3. M deskriptor prema sedmoj TNM Kklasifikaciji.

MO Nema udaljenih metastaza
M1 Udaljene metastaze
M1la Odvojeni tumorski nodus u kontralateralnom delu pluéa, tumor sa

pleuralnim nodusima, maligni pleuralni i perikardni izliv

M1b Udaljene, vanpluéne metastaze

Tabela 4. Stadijum bolesti prema sedmoj TNM klasifikaciji.

OKkultni karcinom Tx NO MO
Stadijum 0 Tis NO MO
Stadijum IA Tlab NO MO
Stadijum IB T2a NO MO
Stadijum I1A T2b NO MO
Tlab N1 MO
T2a N1 MO
Stadijum IIB T2b N1 MO
T3 NO MO
Stadijum IIIA T1a,b, T2a,b N2 MO
T3 N1, N2 MO
T4 NO, N1 MO
Stadijum IIIB T4 N2 MO
Bilo koji T N3 MO
Stadijum IV Bilo koji T Bilo koji N M1

1.8 Procena opsteg stanja pacijenta

Procena opSteg stanja pacijenta u medicini uopste, a narocito u onkologiji je jedan od
najvaznijih elemenata u odredivanju adekvatne terapije za pacijenta i prognoze. OpSte stanje
pacijenta predstavlja mogu¢nost pacijenta da samostalno obavlja aktivnosti svakodnevnog
Zivota (eng.Activities of Daily Living, ADL), koje podrazumevaju oblaCenje, uzimanje hrane,
odrzavanje licne higijene, kao i kompleksnije aktivnosti kao Sto su ku¢ni poslovi i obavljanje
svog posla (39). U onkologiji se za procenu stanja pacijenta najcesce koriste dve skale, Karnofski
Performans Skala (KPS) i ECOG (European Cooperative Oncology Group) Performans Status (PS).
Karnofski skala se naziva po svom izumitelju, dr Dejvidu Karnofskom (David Karnofsky), koji je
jos 1948.godine sa kolegama Ejbelmanom, Krejverom i BurSenalom (dr Walter H. Abelmann, dr
Lloyd F. Craver, dr Joseph H. Burchenal) stvorio skalu procene opSteg stanja pacijenta. Pacijentu
se dodeljuje broj od 0 do 100 u deseticama, pri ¢emu je 0 smrt, a 100 je stanje kao pre pocetka



bolesti, bez ikakvih tegoba. Ova skala je u to vreme bila korisS¢ena za procenu sposobnosti
pacijenta da prezivi primenu hemioterapije (40). ECOG PS skala se u poslednje vreme ceSce
koristi, jednostavnija je, koristi ocenu od 0 do 5, pri ¢emu je 0 stanje bez tegoba, kao pre pocetka
bolesti, a 5 oznac¢ava smrt. Objavljena je od strane Okena i saradnika 1982. godine (41). Tabela
5 uporedno prikazuje elemente obe ove skale.

Tabela 5. Karnofsky i ECOG performans status skale (42).

Status Karnofsky | ECOG Status
Normalne  aktivnosti, bez .BeZV tegoba. vaotpuno a.ktlvan.,
100 0 izvrSava sve zZivotne aktivnosti
tegoba . v
kao pre bolesti bez ogranicenja.
Sposoban za normalnu ) o
aktivnost. Minorni simptomi i | 90 Ima simptome ali je kompletno
znacilbolesti aktivan. Povremeno ograni¢en u
teskoj fizickoj aktivnosti.
1 N
. Sposoban za izvrSenje lakog posla
Normalna  aktivnost  sa ili sedeée prirode, npr., lak posao
naporom,  sposobnost  za | 80 u kuéi, kancelarijski posao
aktivan rad umanjena
Sposoban da brine o sebi.
s 70
Nesposoban za aktivni rad.
Ima simptome. Pokretan i
2 kompletno brine o sebi, ali je
Potrebna  povremeno  tuda radno nesposoban. Van kreveta
pomog, ali sposoban da zbrine 60 vige od 50% dana.
najveci broj sopstvenih
potreba.
Zahteva stalnu tudu pomoc¢ i 50 Ima simptome i u krevetu vise od
Cesto medicinsko zbrinjavanje 50% dana, ali nije vezan za
3 postelju. Ograni¢eno sposoban za
Nesposoban. Zahteva posebnu n zbrinjavanje sopstvenih potreba
brigu i pomo¢
Veoma nesposoban.
Indikovana hospitalizacija,
C = | 30
premda smrtni ishod nije
skorasnji.
Kompletno nesposoban. Ne moze
Veoma bolestan. Neophodna 4 da brine o sek_)l.. U _potpunostl
T . - vezan za krevet ili stolicu.
hospitalizacija i aktivna | 20
terapija podrske.
Moribundan 10
Smrtni ishod 0 5 Smrtni ishod

Performans status pacijenta predstavlja jedan od najznacajnijih nezavisnih
prognostickih parametara u karcinomu pluca. Pacijenti sa loSijim PS teZe podnose primenjenu
terapiju i skloniji su razvoju toksi¢nosti. Imaju losiju prognozu od pacijenata sa boljim PS bez
obzira na druge prognosticke parametre i bez obzira na vrstu lecenja (43,44). Vecina klinickih
studija regrutuje samo paciente dobrog performans statusa, 0 ili 1, eventualno 2, te i nema
mnogo randomizovanih podataka o podnoSenju terapije i ishodima kod pacijenata loSijeg
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opSteg stanja. Poznato je da su rizici kod ovih pacijenata veéi, ponekad i prevazilaze
potencijalnu korist, te je to svakako grupa pacijenata kojoj treba pristupati sa oprezom.
Znacajno je naglasiti da performans status pacijenta nije stalna mera, ve¢ se moZe menjati u oba
smera tokom trajanja bolesti u zavisnosti od stanja same bolesti i le¢enja (39).

1.9 Principi le¢enja NSCLC

Princip lecenja karcinoma pluca najpre zavisi od stadijuma bolesti koji je neophodno
adekvatno odrediti, opSteg stanja pacijenta i komorbiditeta, a kod nesitnocelijskih karcinoma i
od histoloskog podtipa bolesti i molekularnog statusa tumora. Primenjuju se svi terapijski
modaliteti koji se inace koriste u onkologiji: hirurgija, radioterapija i sistemska terapija. Sve
odluke o lecenju treba do donosi iskusni multidisciplinarni tim koji obuhvata najmanje
torakalnog hirurga, medikalnog onkologa, radijacionog onkologa i patologa (8,10).

1.9.1 Terapija ranih stadijuma bolesti

Terapija izbora za sve pacijente u stadijumu I i II jeste hirurgija. Pre svake hirurske
interevencije neophodna je dobra preoperativna procena rizika i predvidenog postoperativnog
statusa pacijenta, narocito njegove plu¢ne funkcije. Ova procena obuhvata adekvatnu
pulmoloSku i kardioloSku obradu shodno smernicama (45,46). Osnovni hirurski princip je
anatomska resekcija koju je neophodno uraditi uvek osim u slucajevima kada pluéna funckija
ili drugi komorbiditeti ne dozvoljavaju takvu resekciju, u tim slucajevima se moZe pribe¢i wedge
resekciji. Za sve tumora vece od 2cm zlatni standard je i dalje lobektomija. Nema znacajne
razlike izmedu otvorene torakotomije ili video-asistirane (VATS) ukoliko se ucini adekvatno
stadiranje medijastinuma (10,45,46). Postoje jasne preporuke IASLC i Evropskog UdruZenja
Torakalnih Hirurga (eng.European Society of Thoracic Surgery, ESTS) o adekvatnoj disekciji
medijastinalnih limfnih ¢vorova (47). U slucaju kontraidnikacija za hirurgiju ili ako je pacijent
odbija, za stadijum I se savetuje stereotakti¢na radiohirurgija (Stereotactic Radiosurgery, SRS),
ili ako ova metoda nije dostupna radikalna zracna terapija hipofrakcionisanim rezimima (10).
Postoperativna zracna terapija nije indikovana kod kompletno resekovanih NSCLC sa NO i N1
statusom, moZe se razmatrati jedino kod R1 resekcije. Adjuvantna hemioterapija je indikovana
u stadijumu II, Il i kod nekih tumora stadijuma IB koji ispoljavaju visoko-rizi¢ne osobine (veci
od 4cm, g3, limfovaskularna invazija). Savetuje se primena dubleta zasnovanog na cisplatini gde
god je moguce, 3 do 4 ciklusa uz ukupnu dozu cisplatine oko 300mg/m?. Najvise podataka ima
za primenu vinorelbina u kombinaciji sa cisplatinom, ali se mogu primeniti drugi
hemioterapeutici (48,49). Najnoviji podaci se odnose na adjuvantni tretman adenokarcinoma
koji eksprimiraju mutaciju EGFR gena stadijuma Ib-IIl. Naime, studija faze III ADAURA
objavljena 2020.te godine, je pokazala znacajno produZenje vremena bez relapsa bolesti
pacijenata koji su u adjuvantnom pristupu, sa ili bez adjuvantne hemioterapije, primali
osimertinib tokom 2 godine (DFS HR 0.17; 99.06% CI 0.11-0.26; P<0.001 u celoj grupi), Sto je
dovelo do uvodenja ove terapije u sve preporuke svetskih onkoloSkih udruzenja (50).

Najvece nedoumice i problemi postoje u tretmenu stadijuma III NSCLC. Radi se o jako
heterogenim stadijumu bolesti, gde spadaju pacijenti sa velikim tumorima ali bez zahvatanja
medijastinalnih limfnih ¢vorova koji su potencijalno resektabilni, kao i pacijenti kod kojih
postoji znacajno zahvatanje tih ¢vorova (N2 ili N3) i kod kojih kurabilni tretman nije moguc.
Posebnu grupu cine pacijenti kod kojih je tek nakon operativnog leCenja dokazano zahvatanje
medijastinuma, takozvani ,slucajni, incidentalni“ N2 stadijum, ¢ak i nakon adekvatnog
preoperativnog staziranja. Bez obzira na sve ovo, ovo je grupa pacijenata koju je neophodno
dobro proceniti u okviru multidisciplinarnog tima, i u najve¢em broju slucajeva lecenje je
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multimodalno, odnosno primenjuje se viSe od jednog terapijskog modaliteta. Kada hirurgija kao
kurativni tretman nije moguca, terapijski standard predstavlja konkurentna
hemioradioterapija, tokom koje se primenjuje hemioterapijski dublet baziran na platini
(cisplatin ukoliko nema kontraindikacija) i zracna terapija sa 60-66Gy u 30 do 33 frakcije. I
pored toga do skoro su rezultati leCenja ove grupe pacijenata bili nezadovoljavajuci, sa
petogodiSnjim preZivljavanjem oko 15% (8,10). Najveci napredak u ovoj grupi pacijenata
donela je 2017.godine PACIFIC studija. U ovoj studiji su pacijenti stadijuma III kod kojih je
primenjena definitivna konkurentna HT-RT, po kompletiranju iste tretirani Durvalumabom
(anti PD-L1 antitelo) u dozi 10mg/kg na dve nedelje u trajanju od godinu dana i poredjeni sa
grupom pacijenata koji su po kompletiranju HT-RT samo pracene. Rezultati stuije su pokazali
statisticki i klinicki znacajno produZenje vremena do progresije bolesti (progression-free
survival, PFS), sa medijanom od 16.8 meseci u grupi koja je primala durvalumab prema 5.6
meseci u grupi placebo, i statisticki i klinicki znacajno produzanje ukupnog preZivljavanja, ¢ija
medijana nije dostignuta u grupi sa durvalumabom, a iznosila je 28.7 meseci u placebo grupi.
Ovo je sada terapija izbora u leCenju ove grupe pacijenata (51,52).

1.9.2 Terapija odmakle/metastatske bolesti

U fazi odmakle bolesti primena sistemske terapije je u palijativne svrhe i na Zalost ne
moZe dovesti do izleCenja. Do pre desetak godina prognoza ovih pacijenata je bila jako losa, sa
petogodiSnjim prezvljavanjem manjim od 5%. Poslednjih godina, primena ciljane i imunoloske
terapije je dovela do revolucije u le¢enju ove grupe pacijenata. Generalno, terapijski pristup
zavisi od histoloSkog podtipa tumora, molekularnog statusa, opSteg stanja pacijenta,
komorbiditeta i naravno Zelja pacijenta (9). U dijagnostickom algoritmu za NSCLC, a narocito
adenokarcinom, molekularna testiranja su standard i moraju se sprovesti kod svakog pacijenta,
najmanje EGFR, ALK, ROS1, PD-L1. Osnovni princip je da svi pacijenti ¢iji tumor ispoljava jednu
od aktiviraju¢ih mutacija za koju postoji ciljana terapija, mora tom terapijom biti leCen najbolje
u prvoj liniji, jer je tada aktivnost najveca, ali ako iz nekog razloga ciljana terapija nije mogla biti
primenjena u prvoj, mora biti primenjena u nekom trenutku tokom leCenja svakog takvog
pacijenta (8).

Kod pacijenata ¢iji tumori pokazuju aktiviraju¢u mutaciju EGFR gena, terapija izbora u
prvoj liniji je EGFR tirozin-kinazni inhibitor (TKI) prve, druge ili trece generacije (gefitinib,
erlotinib, afatinib, dakomitinib, osimertinib). Ovi lekovi su u svim studijama faze IIl pokazali
superiorni PFS, stopu odgovora (RR) i imaju bolji profil toksi¢nosti u odnosu na hemioterapiju.
Primenom ovih lekova se produzava ukupno preZzivljavanje pacijenata i preko 24 meseca. Ono
Sto je znacajno naglasiti jeste da se ovi lekovi mogu primeniti i kod pacijenata loSijeg opSteg
stanja, PS 3 pai 4, obzirom na dobro podnoSenje i drugaciji profil toksi¢nosti, a i kod pacijenata
sa CNS metastazama, u odredenim slucajevima i pre lokalnog tretmana (20,53-56) I pored
ovako znacajne aktivnosti EGFR TKI dolazi do progresije bolesti koja je posledica rezistencije
na lek. Najc¢es¢i mehanizam razvoja rezistencije jeste razvoj sekundarne T790M mutacije, u oko
50-60% lecenih. U takvim slucajevima indikovana je primena osimertiniba, TKI trece
generacije, koji je pokazao superiornu aktivnost u drugoj liniji naspram hemioterapije (57).
Drugi mehanizmi rezistencije su redi ali uglavnom ne postoji ciljana terapija koja deluje na njih,
te je u tim situacijama indikovana primena hemioterapije. Poslednjih par godina se mnogo
istraZuje na temu primene imunoterapije u ovoj grupi pacijenata, ali trenutni stavovi su da je
imunoterapija indikovana kada su iscrpljene druge moguénosti lecCenja (9).

Druga grupa pacijenata kod koje je viden znacajan benefit od primene ciljane terapije su
pacijenti ¢iji tumori pokazuju EML-ALK translokaciju. U kavkaskoj populaciji ovih pacijenata je
do 5% u grupi adenokarcinoma, ali i pored malog procenta, ALK testiranje je deo dijagnostickog
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algoritma za sve adenokarcinome. Sli¢no kao kod pacijenata sa EGFR mutacijom, ALK tirozin-
kinazni inhibitori su terapija izbora za prvu liniju terapije ovih pacijenata. Oni su pokazali bolji
RR, PFS i drugaciji profil toksi¢nosti u studijama faze Il i IIl u poredenju sa hemioterapijom, i
takode se mogu primenjivati kod pacijenata sa ECOG PS 3, pa ¢ak i 4 (58,59). I u ovim
situacijama dolazi do razvoja rezistencije putem razli¢itih molekularnih mehanizama. Noviji
ALK TKI trece generacije pokazuju aktivnost kod nekih od ovih sekundarnih mutacija (60-63).

0Od znacaja je i mala grupa pacijenata sa ROS1 mutacijom, kao i BRAF V600E mutacijom,
kod kojih je takode indikovana ciljana terapija u prvoj liniji lecenja. Kada postoji ROS1 mutacija
terapija izbora je ALK TKI crizotinib koji ima i jaku ROS1 aktivnost (64), kao i ceritinib, a u toku
su studije primene ALK TKI nove generacije. Pacijenti ¢iji tumori ispoljavaju BRAF V600E
mutaciju treba da budu leceni kombinacijom dabrametinib-trametinib (65).

Poslednjih par godina identifikovano je jo$ nekoliko redih genskih alteracija koje se
smatraju znacajnim za razvoj adenokarcinoma, kao $to su HER2 amplifikacija, MET exon 14
mutacija, RET amplifikacija. U toku su klinicke studije ciljane terapije €iji bi rezultati trebalo da
postave novi terapijski standard u ovim podgrupama adenokarcinoma pluca (9).

Karcinom pluca je do skoro smatran ne-imunogenim tumorom kod koga ranija primena
imunoloske terapije (vakcine, modulatori citokina) nije dovela do znacajnih rezultata. Primena
takozvanih inhibitora kontrolne tacke (eng. Immune check-point inhibitors, ICI) medutim, je u
potpunosti promenila principe le¢enja karcinoma pluéa. Pored gore navadenih molekularnih
testiranja, sada u dijagnosticki algoritam ulazi i PD-L1 testiranje. Kod pacijenata ¢iji tumori
pokazuju PD-L1 pozitivnost ve¢u od 50% terapija izbora u prvoj liniji jeste pembrolizumab, koji
je u velikoj randomizovanoj studiji faze Il Keynote-024 pokazao znacajno bolju efikasnost u
odnosu na hemioterapiju, i medijanu ukupnog prezivljavanja od 30 meseci (66), a u rezultatima
petogodiSnjeg pradenja studije Keynote-001, ono je iznosilo 23.2% S$to je do sada retko viden
rezultat u metastatskom NSCLC (67). Rezultati velkih studija u kojima je standardna
hemioterapija kombinovana sa ICI u prvoj liniji terapije kod NSCLC bez obzira na PD-L1 status,
Keynote-189 (68), Impower150 (69) i Impower132 (70) kod neskavmoznih karcinoma,
odnosno Impower131 (71) i Keynote-407 (72) kod skvamoznih, postavili su novi terapijski
standard. Danas se smatra da svaki pacijent ¢iji tumor ne eksprimira neku od aktiviraju¢ih
mutacija treba da u prvoj liniji leCenja primi imunoterapiju pembrolizumabom ili kombinaciju
ICIi hemioterapije (9).

Ranija okosnica leCenja ove bolesti, citotoksi¢na hemioterapija, sada ima mnogo manju
ulogu, naroCito u prvoj liniji. Medutim, i dalje postoje bolesnici kod kojih postoje
kontraindikacije za primenu imunoterapije i kod njih se i dalje primenjuje hemioterapija.
Takode, u mnogim delovima sveta imunoterapija jo$ uvek nije odobrena od strane regulatornih
i osguravajucih agencija, te je primena hemioterapije i dalje osnova. Hemioterapija ima svoje
mesto i u drugoj liniji leCenja nakon imunoterapije, kao i kod pacijenata sa aktiviraju¢im
mutacijama nakon Sto se iscrpe sve mogucénosti ciljane terapije. Naravno, vazna je i uloga
hemioterapije u kombinaciji sa imunoterapijom u prvoj liniji. U nastavku ¢e biti viSe reci o
osnovnim principima primene citotoksicne hemioterapije, mehanizmima dejstva i
toksi¢nostima, sa posebnim osvrtom na primenu hemioterapije u nesitnocelijskom karcinomu
pluca, Sto je tema ove disertacije.

1.10. Osnovni principi citotoksi¢cne hemioterapije (HT)

Po definiciji, hemioterapija predstavlja primenu hemijskih supstanci za terapiju
odredenog oboljenja. U onkologiji, hemioterapija je primena jedne ili visSe supstanci koje
sprecavaju rast tumora, tako Sto ubijaju tumorske celije (citotoksicni agensi) ili sprecavaju
njihovu deobu (citostatski agensi) (73,74). Ovaj izraz potice joS od dr Paula Erliha (Paul Ehrlich)
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koji je poCetkom dvadesetog veka tokom svojih istrazivanja lecenja sifilisa, prvi put upotrebio
naziv hemioterapija (75). Prva primena u onkologiji je opisana cetrdesetih godina dvadesetog
veka, kada je iperit (bojni otrov nitrogen mustard) bio primenjen u terapiji Hockin limfoma, a
na osnovu primecene ¢injenice tokom Prvog i Drugog svetskog rata da izlaganje ovom gasu
dovodi do oSteCenja koStane srzi (76). Danas je hemioterapija jedan od osnovnih metoda
sistemske terapije malignih bolesti. Postoji viSe vrsta citostatika koji imaju razli¢iti mehanizam
dejstva i neZeljena dejstva, te se i koriste u razli¢itim bolestima. Mogu se ordinirati intravenski,
intraarterijski, peroralno, ili pod kozu u zavisnosti od vrste tumora i klini¢ke situacije. Koji ¢e
lek i na koji nacin biti primenjen zavisi od mnogih osobina tumora ali i samog pacijenta.
Hemioterapija se daje u slede¢im klinickim situacijama tokom bolesti:

1. Adjuvantna HT: nakon lokalnih terapijskih metoda, najcesc¢e hirurgije, kao preventivna,

sa ciljem da se smanji rizik od lokalnog ili udaljenog Sirenja bolesti

2. Neoadjuvantna: kod lokalno odmaklog stadijuma bolesti, sama ili u kombinaciji, najcesce

sa zraCnom terapijom, sa ciljem da se bolest smanji i na taj naCin omoguc¢i neka vrsta
radikalnog lokalnog tretmana

3. Sistemska ili palijativna: u metastatskoj bolesti, kada se bolest ne moze izleciti nekom od

lokalnih metoda. Njen cilj je kontrola bolesti, ne izlecenje (osim u pojedinim
hematoloskim malignitetima), odnosno produZenje Zivota bolesnika uz ocuvanje
kvaliteta Zivota.

Danas se u leCenju malignih bolesti retko primenjuje samo jedan lek, jer se smatra da jedan
lek u dozi koja je efikasna a ne izaziva neprihvatljive toksi¢nosti, ne moZe dovesti do znacajnog
benefita ili izleCenja. Ovaj pristup se primenjuje ponekad u kasnijim linijama leCenja kada su
druge terapijske mogucnosti iscrpljene a stanje pacijenta dozvoljava nastavak lecenja i ima u
potpunosti palijativni cilj. U veéini slucajeva koristi se kombinacija dva ili vise citotoksi¢na leka.
Ciljevi kombinovanja citotksi¢nih lekova su posti¢i maksimalni citostatski efekat uz prihvatljivu
toksi¢nost svakog pojedinacnog leka i spreciti razvoja rezistencije na terapiju. Ovi ciljevi se
ispunjavaju kombinovanjem lekova koji imaju razli¢iti mehanizam citotoksi¢nost dejstva i
razliciti profil toksi¢nosti. S tim u vezi su i neka osnovna pravila za kombinovanje citostatika:

¢ U kombinaciji se mogu koristiti samo oni lekovi koji i samostalno imaju dejstvo protiv

tog tumora

e Ako postoji viSe lekova unutar jedne klase koji bi se mogli primeniti, uvek treba primeniti

onaj Ciji se toksicni efekti ne preklapaju sa efektima ostalih lekova u kombinaciji. Na taj
nacin se zaista povecava broj razli¢itih nuzefekata, ali se i smanjuje verovatnoca letalne
toksicnosti na jedan organski sistem

e Izabrane lekove treba primenjivati u njihovim optimalnim dozama

e Intervali davanja ciklusa hemioterapije moraju takode biti optimalni, odnosno takvi da

je efikasnost oCuvana, a omoguceno je dovoljno vreme da se oporavi najosetljivi organski
sistem (najcesc¢e kostana srz).

¢ Neophodno je poznavati interakcije izmedu lekova ¢ije se kombinovanje razmatra (77)

Ono Sto je moZda joS uvek nedovoljno definisano jeste duZina primene hemioterapije. U
adjuvantnom pristupu, u ovom trenutku se smatra da je 6 meseci primene optimalno, mada se
poslednjih par godina pojavljuju podaci da je u odredenim grupama obolelih od karcinoma
kolona na primer, i 3 meseci adjuvantne hemioterapije dovoljno (78,79). U metastatskoj bolesti,
jasno je da je razvoj progresije bolesti jedan od razloga za prekid primene HT, ali trajanje
sistemske HT bez znakova progresije bolesti je takode polje koje nije jasno definisano. U skladu
sa principom adjuvantne HT, i ovde se smatra da je 6 meseci, narocCito u primarnom pristupu,
minimalni vremenski period primene hemioterapije koji dovodi do znacajne koristi. Nema
podataka da ¢e primena HT neograniceno, odnosno do progresije bolesti dovesti do boljeg
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efekta, a poznato je da, Sto je trajanje HT duZe, veca je mogucnost razvoja toksi¢nsoti. U nekim
slucajevima primenjuje se i stani-kreni princip, odnosno naizmeni¢no primena HT i pauze
odredene duZine (77).

Nekoliko je glavnih klasa citostatskih agenasa obzirom na njihov mehanizam delovanja
(80,81)

1. Agensi koji deluju na strukturu DNK:

e Alkiliraju¢i agensi, koji deluju stvaraju¢i kovalentne veze sa nukleinskim
kiselinama DNK i na taj na¢in ometaju njenu funkciju. Najcesc¢e koriSc¢eni lekove
iz ove grupe su ciklofosmamid, derivati nitrozureje, ifosmfamid, melfalan

e Antimetaboliti, koji deluju na nivou sinteze DNK na nekoliko razli¢itih nacina, ali
svi onemogucavaju normalnu sintezu DNK u tumorskoj celiji. U ovu grupu lekova
spadaju neki od najceS¢e KkoriS¢enih citostatika kao Sto su metotreksat,
pemetreksed (antifolati), 5-fluorouracil, gemcitabin, fludarabin, citarabin,
hidroksiurea

e Inhibitori topoizomeraze I i II: deluju tako S$to blokiraju dejstvo enzima
neophodnih za formiranje tercijarne structure molekula DNK. Najcesce korisc¢eni
lekovi iz ove grupe su irinotecan i topotecan kao inhibitori topoizomeraze I i
etopozid koji je inhibitor topoizomeraze II.

e Interkalirajuc¢i agensi: njihov mehanizam dejstva je slican alkiliraju¢im agensima,
ali se oni vezuju izmedu molekula baznih parova, odnosno vezuju adenin za timin
i citozin za guanin. Ovo takode onemogucava replikaciju DNK. Najpoznatiji
predstavnici ove grupe su platinski derivati cisplatin, karboplatin i oksaliplatin

2. Agensi koji deluju na mitozu, odnosno inhibitori mikrotubula: sprecavaju normalno
formiranje deobnog vretena. Dve su glavne grupe ovih lekova:

e prva grupa koji deluju direktno toksi¢no na deobno vreteno depolimerizujuci

mikrotubule, kao Sto su vinka alkaloidi (vinblastine, vinorelbine, vindezin)

e agensi koji dovode do polimerizacije tubulina. Predstavnici ove grupe su taksani

3. Inhibitori prenosa signala
4. Agensi koji indukuju apoptozu
5. Agensi koji deluju na vaskularne strukture tumora

e Antiangiogenezni lekovi
e Lekovi koji remete postojecu vaskularnu strukturu tumora
6. Antitumorski antibiotici: doksorubicin, epirubicin, amrubicin

1.10.1. Hemioterapija NSCLC

Do pocetka dvadesetprvog veka, hemioterapija je bila osnov letenja odmaklog
nesitnocelijskog karcinoma pluca. Sa otkri¢em aktiviraju¢ih mutacija, najpre EGFR gena, zatim
ALK translokacija i drugih redih mutacija, a zatim i sa rezultatima koje je pokazala
imunoterapija, hemioterapija je polako pomerena u drugi plan, narocito u prvoj liniji terapije.
Medutim, i dalje postoje pacijenti i klinicke situacije kada jeste indikovana, te se ne moze u
potpunosti zaboraviti. Najpre su to pacijenti Ciji tumori ne eksprimiraju neku od mutacija koje
se mogu ciljati a kod kojih postoje kontraindikacije za primenu imunoterapije, kao i druga i
kasnije linije lecenja i kada je u prvoj linij primenjena imunoterapija. I na kraju, hemioterapija
je zadrzala svoje mesto u prvoj liniji terapije u kombinaciji sa imunoterapijom.

Hemioterapija se primenjuje u leCenju karcinoma pluca jo§ od cetrdesetih godina
dvadesetog veka uz razli¢itu efikasnost. Definitivni dokaz o znacaju hemioterapije kod ovih
pacijenata dala je velika britansko-francuska meta analiza 52 randomizovane studije koje su
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poredile hemioterapiju i suportivnu terapiju (Best Supportive Care, BSC), objavljena 1995.
godine. Analizirani su individualni podaci 9387 pacijenata i pokazana je redukcija rizika od
smrti za 23% primenom hemioterapije zasnovane na platini, produZetak jednogodiSnjeg
preZivljavanja za 9% i apsolutno produZenje medijane ukupnog prezivljavanja za 6 nedelja bez
obzira na godine pacijenta, pol, histologiju i PS (82). Ista grupa je ponovila analizu 2005.godine
sa novijim studijama i dobila prakticno iste rezultate (83). Ovi rezultati se odnose na
kombinovanu hemioterapiju koja sadrzi platinski derivate, jer su ne-platinske kombinacije
pokazale inferiorne rezultate, Sto je i potvrdeno u meta analizi 2006.godine (redukcija rizika od
smrti za 22% nakon godinu dana) (84). Sa pojavom citostatika trece generacije (taksani,
vinorelbine, gemcitabine), njihova kombinacija sa platinskim derivatima je postala terapijski
standard, na osnovu rezultata studija objavljenih oko 2000.godine, koje su pokazale prednost
kombinacija sa ovim lekovima u pogledu efikasnosti, profila toksi¢nosti i kvaliteta Zivota. Koji
¢e od ovih reZima biti primenjen je individualna odluka za svakog pacijenta uzimajuci u obzir
razlike u toksi¢nostima, obzirom da je velika studija ECOG1594 iz 2002.godine pokazala da
prakticno nema razlike u vremenu do progresije i ukupnog preZzivljavanja (85). Iz svega
navedenog jasno je da je platinski derivat osnov hemioterapije NSCLC, a meta analiza Ardiconija
(Andrea Ardizzoni) i saradnika pokazala je vecu stopu odgovora (30% prema 24%) u korist
cisplatinskih u odnosu na karboplatinske reZime, dok postoji trend u korist cisplatnskih rezima
i u pogledu ukupnog preZivljavanja koji nije bio statisticki znacajan (HR 1.11). Kako postoje
znacajne razlike u pogledu toksi¢nosti ova dva leka, sadasnje preporuke kazu da treba primeniti
hemioterapijski dublet sa cisplatinom ukoliko ne postoje kontraindikacija za primenu ovog leka
(86). Prva studija koja je napravila iskorak ka personalizaciji sistemske terapije jeste cuvena
studija Skaljotija (Giorgio Scagliotti) i saradnika, koja je pokazala benefit primene kombinacije
pemetrekseda i cisplatine naspram standardnog reZima gemcitabin/cisplatin u pogledu
ukupnog preZivljavanja samo u grupi ne-skvamocelularnih karcinoma (87). Dodavanje
antiangiogeneznog agensa bevacizumaba cisplatinskom dubletu u prvoj liniji terapije je dovelo
do poboljsanja ORR, PFS i OS kod pacijenata sa neskvamoznim NSCLC, te se i on moZe uvrstiti u
terapijski algoritam uz kombinaciju paklitaksel /karboplatin, ukoliko nema kontraindikacija za
njegovu primenu (88).

Optimalno trajanje terapije je takode ispitano u randomizovanim studijama i u meta
analizi 2014.godine i pokazano je da nema koristi u ukupnom preZivljavanju primenom 6
naspram 4 ciklusa iako postoji nesto veci PFS ali uz vecu i toki¢nost (89).

Na osnovu svih navedenih rezultata danasnje preporuke svih svetskih onkoloskih
udruZenja su da je HT izbora platinski dublet tre¢e generacije, koji sadrzi pemetreksed u grupi
ne-skvamocelularnih karcinoma, i to optimalno 4, a ne viSe od 6 ciklusa, pri ¢emu treba
primeniti cisplatin pre nego karboplatin, ukoliko nema kontraindikacija za primenu cisplatine
(8,9).

1.10.2. Procena efikasnosti terapije

Tokom primene bilo koje vrste sistemske terapije neophodno je u odredenim
vremenskim intervalima vrSiti procenu njenog efekta, kako pacijente ne bismo izlagali
potencijalnim neZeljenim efektima terapije, a bez efekta na sam tumor. Svetska Zdravstvena
Organizacija je joS 1981.godine donela prve kriterijume za procenu efikasnosti terapije koji su
se zasnivali na sabiranju dve dimenzije svih tumorskih promena i uporedivanju sa inicijalnom
sumom dobijenom na isti nacin (90). Kasnije su ovi kriterijumi revidirani i precizirani. Danas se
najceSce koriste RECIST kriterijumi (eng. Response Evaluation Criteria in Solid Tumours) i to
njihova poslednja verzija 1.1 iz 2016.godine. Osnovni principi ovih kriterijuma su najpre
inicijalno (pre pocletka lecenja) odredivanje i definisanje merljivih i nemerljivih tumorskih
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promena, lezija (eng. target i non-target), kojih moZe biti maksimalno 5, odnosno maksimalno
2 po organu, sabiranje njihovih najduzih dijametara (ili kra¢ih dijametara ukoliko se radi o
limfnom ¢voru), i zatim pracenje promena ove sume dijametara u tacno odredenim
vremenskim intervalima. Bitno je naglasiti da je potrebno da se svaki put procena efekta vrsi
koriS¢enjem iste dijagnosticke metode. Procena efekta terapije se procenjuje kao kompletna
remisija (CR, eng.complete response), odnosno potpuni gubitak svih merljivih i nemerljivih
lezija, parcijalna remisija (PR, eng. partial response) Sto predstavlja smanjenje sume dijametara
za najmanje 30% u odnosu na inicijalnu vrednost, progresija bolesti (PD, eng.progressive
disease) - najmanje 20% povecanja sume dijametara u odnosu na najmanju zabeleZenu sumu
dijametara (pri emu ta promena mora biti makar 5mm), i stabilna bolest (SD, eng. stable
disease) - promena u sumi dijametara koja ne ispunjava kriterijume ni za PR ni za PD (91-93).
RECIST kriterijumi verzija 1.1 se koriste kako u svakodnevnoj klinickoj praksi, tako i tokom
sprovodenja klinickih studija. Poslednjih godina doziveli su jo$ par revizija, obzirom na razliciti
mehanizam dejstva novih terapija, narocito ciljane i imunoloske terapije, Sto je van opsega ovog
rada.

1.10.3. Toksi¢nost (neZeljena dejstva) hemioterapije

Prema definiciji Svetske Zdravstvene Organizacije (WHO) neZeljeno dejstvo je svaka
nezeljena reakcija na lek/medicinsko sredstvo primenjeno u uobicajnoj dozi i indikaciji (94).
Ucestalost neZeljenih dejstava lekova je obi¢no oko 0.1%, dok kod citostatika iznosi oko 90%,
Sto jasno govori o njihovom velikom znacaju (94). Pojava neZeljenih dejstava citotoksi¢nih
agenasa na normalne Celije i tkiva je, uz razvoj rezistencije Celija tumora, jedan od glavnih
razloga nedovoljne efikasnosti hemioterapije. UopSteno govoreci, razlozi za pojavu neZeljenih
efekata bilo kog leka su viSestruki i poticu kako od bolesnika (starost, pol, ECOG PS, alerije,
komorbiditeti...), tako i od samog leka. Za razumevanje pojave specificnih neZeljenih efekata
citostatiika, bitno je imati u vidu kinetiku ¢elija, kako tumorskih tako i normalnih, specifi¢ne
mehanizme dejstva citostatika i njihovu neselektivnost.

Kinetika maligne i normalne Celije je u osnovi ista. Svaka Celija prolazi kroz fazu deobe,
mitoze (M), zatim G1, S i G2 faze u kojima se deSava niz biohemijskih reakcija koje pripremaju
¢eliju za deobu i GO faza, ili faza mirovanja. Velika vecina citotoksi¢nih lekova deluje na ¢eliju u
fazi deobe. Sto je ve¢i broj éelija koje se dele, veéi ée broj ¢elija biti i osteéen. U nekim tkivima se
Celije dele brzo, odnosno ¢elijski ciklus je kratak, i ta tkiva su najosetljivija na dejstvo citostatika.
DuZina ¢elijskog ciklusa zavisi od duzine trajanja G1 faze, dok su S, G2 i M faza konstantne u
svim tkivima, te u stvari trajanje G1 faze odreduje trajanje Celijskog ciklusa, brzinu deobe i
samim tim osetljivost na dejstvo citostatika. Postoje medutim neka tkiva u ¢ijim ¢elijama je G1
mehanizmom. Na osnovu svega navedenog, jasno je da se najveca toksiCnost citostatika
ispoljava na tkivima Cije se Celije brzo dele kao Sto su hematopoezni sistem, sluzokozZa
digestivnog trakta, folikul dlake, germinativni epitel. Prema vremenu nastanka nezeljeni efekti
mogu biti akutni ili neposredni, koji se javljaju par sati do par dana od primene leka, rani, par
dana do par nedelja, odloZeni (par nedelja do par meseci) ili kasni koji se mogu javiti i nekoliko
godina po primeni leka.

Druga znacajna podela je prema sistema organa koji je oStecen:

¢ Hematoloski: leukopenija, neutropenija, anemija, trombocitopenija, krvarenja

e Gastrointestinalni: mucnina, povracanje, stomatitis, dijareja, porast bilirubina, porast
transaminasa

¢ Renalni: porast azotnih materija, proteinurija, hematurija

e Neuroloski: senzorna neuropatija, poremecaji stanja svesti
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e KoZni
e KardioloSki: akutni koronarni sindrom (infarkt miokarda), aritmije, pad ejekcione
frakcije

e Respiratorni

e Alergijske reakcije

e Opadanje kose

e Ostali

Jako je znacajno odrediti stepen oStec¢enja, odnosno gradirati sam neZeljeni efekat. Americki
Nacionalni Institut za Rak (The National Cancer Institute, NCI) izdaje vodic¢e sa
standardizovanim definicijama neZeljenih reakcija koje se javljaju kod pacijenata obolelih od
malignih bolesti i njihovom teZinom, odnosno gradusom. Ovi vodici, koji se nazivaju Common
Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE), definiSu neZeljenu reakciju, odnosno dejsvo,
kao bilo koji neocekivan simptom ili znak koji se javi kod osobe koja prima antineoplasti¢nu
terapiju, pri ¢emu se uzrocno-posledi¢na veza izmedu leka i reakcije ne mora dokazati. Oni su u
Sirokoj upotrebi u svakodnevnoj onkoloskoj praksi kao i klinickim studijama. Prema CTCAE
nezeljeni efekti se gradiraju u 5 stepena, odnosno gradusa (95):
Gradus 1 - blagi
Gradus 2 - srednje tezak
Gradus 3 - tezak
Gradus 4 - opasan po Zivot, i
Gradus 5 - smrt izazvana neZeljenim dejstvom leka

U odnosu na tip nezZeljenog dejstva i ispoljenog gradusa se donosi odluka o eventualnoj

terapiji kao i daljoj primeni leka koji je to neZeljeno dejstvo ispoljio. Pojedine preporuke su iste
bez obzira na vrstu toksicnosti: kada je neZeljeno dejstvo gradusa 1, uglavnom nema potrebe za
njegovim lecenjem i hemioterapeutik se moZe ponovo ordinirati u istoj dozi i adekvatnom
intervalu. Sa druge strane, neZeljena dejstva gradusa 3 i 4 uvek zahtevaju intenzivno lecenje,
pojava toksicnosti gradusa 3 gotovo uvek, a gradusa 4 uvek onemogucava ponovnu primenu
citostatika koji ga je izazvao. Terapija toksicnosti gradusa 2 i ponovna primena citostatika se
mogu donekle razlikovati u zavisnosti od vrste toskicnosti.

1.10.4. Platinski derivati u le¢enju malignih bolesti

Platinski derivati spadaju u najznacajnije i najSire koris¢ene citotoksi¢ne agense u
onkologiji, narocito u terapiji solidnih tumora. Njihov citotoksi¢ni efekat na Celiju je otkriven
1961. godine, slucajno, tokom istraZivanja dr Barneta Rozenberga (Barnett Rosenberg) koji je
ispitivao uticaj elektromagnetnih talasa na rast bakterije Escherichia coli, i primetio da, kada se
ove bakterije izloZe dejstvu platinskih elektroda dolazi do znacajnih morfoloSkih promena na
ispitivanim bakterijama i inhibicije njihovog rasta. Kasnije je identifikovana supstanca koja
dovodi do ovog efekta kao cis-dihlordiaminplatina (II) ili cisplatin (96,97).

Kasnija istrazivanja su otkrila znac¢ajnu antitumorsku aktivnost cisplatine, ali i znacajnu
renalnu, neurolosku i drugu toksi¢nost, te su sintetisani i drugi platinski derivati sa slicnom
efikasno$¢u, ali drugacijim profilom toksi¢nosti. Trenutno su najSire u upotrebi pored
cisplatine, karboplatin (cis-diaminciklobutandikarboksiplatina (II)) i oksaliplatin (1,2-
diaminocikloheksanokalat platina (II)). Platinski derivati po svom mehanizmu dejstva spadaju
u grupu interkaliraju¢ih agenasa i utiCu na strukturu DNK stvaraju¢i DNK adukte putem
kovalentnih veza $to remeti sekundarnu strukturu DNK (98).
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1.10.5. Mehanizam dejstva cisplatine

Cisplatin je neutralni neogranski metalokompleks, mali molekul sastavljen od jednog
atoma platine za koji su povezane dve amonijum grupe i dva atoma hlora. Na sobnoj
temperaturi je u vidu belog ili Zutog kristalnog praska, koji je malo rastvorljiv u vodi i stabilan
pod normalnom temperaturom i pritiskom. Najjednostavnije receno, cisplatin u €eliji reaguje sa
DNK (nuklearna DNK, nDNK) ostec¢ujuci njenu strukturu, a to dovodi ili do popravke ostecene
DNK i preZivljavanja Celije ili, ukoliko se to oSte¢enje ne moze popraviti, do aktivacije procesa
apoptoze (99). Medutim, mehanizam dejstva cisplatine je mnogo kompleksniji od ovoga.
Cisplatina je stabilna u sredinama gde je koncentracija hlorida visoka, kao Sto je u krvotoku (oko
100mmol/l). U citoplazmi celije koncentracija hlorida je znacajno manja, 4-20 mmol/], i tu
hloridni joni cisplatine bivaju zamenjeni sa jednim ili dva molekula vode, ¢ime nastaje jako
reaktivan produkt hidrolize, potentni elektrofil, koji moZe da reaguje sa bilo kojim nukleofilom,
ukljucujuci sulfhidrilne grupe proteina i atome azota u nukleinskim kiselinama. Ovo formiranje
kovalentnih veza cisplatine sa metama na proteinima i nukleinskim kiselinama je osnova svih
razlicitih efekata koje cisplatin izaziva u Celiji. Cisplatin ima najveci afinitet za azot na poziciji 7
purinskih baza (N7) za koje se kovalentno vezuje, a zatim se stvaraju veze izmedju dve purinske
baze putem jednog molekula cisplatine. Na taj nacin se stvaraju DNK adukti (97,99,100). Ako su
povezane purinske baze na istom lancu DNK, radi se o intralancanim aduktima, a ako su na
razli¢itim lancima DNK, adukti su interlancani (Slika 1, (100)).
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Slika 1. Vezivanje cisplatine za molekul DNK i formiranje DNK adukata, adaptirano iz Rocha et al, 2018
(100)

Ostvarivanje veze cisplatine i guanozina je verovatnije od veze sa adenozinom, a razlog
je veca stabilnost takvog kompleksa zbog formiranja vodoni¢ne veze. Posledica vezivanja
cisplatine je distorzija DNK lanaca tj. naruSavanje sekundarne strukture DNK, Sto dovodi do
blokade transkripcije i replikacije DNK (najverovatnije putem inhibicije DNK polimeraza). Sve
ovo dovodi do zaustavljanja celijskog ciklusa kako bi celija imala dovoljno vremena da,
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aktivacijom kompleksne kaskade signalnih puteva, odnosno sistema popravke DNK, popravi
nastalo oStecenje. Ukoliko su i sistemi popravke DNK na neki nacin oSteceni ili ne funkcionisu
u dovoljnoj meri, ili je pak oStecenje preveliko, aktivira se kaskada programirane ¢elijske smrti,
odnosno apoptoze (97,99). (Slika 2 (99)) Ovaj mehanizam dejstva putem vezivanja za nDNK je
odgovoran za veliko citotoksi¢no dejstvo cisplatine na ¢elije koje se ubrzano dele.
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Slika 2. Intracelijski efekti cisplatine, adaptirano iz Siddik et al, 2003 (99)

Zinc-finger proteini koji deluju kao regulatori ekspresije odredenih gena takode su meta
cisplatine. Najbolje je objasnjeno dejstvo na jedan od njih koji predstavlja mesto vezivanja DNK-
polimeraze A za DNK. Cisplatin se vezuje za Zn?* jon u ovom molekulu $to onemogucava
adekvatno vezivanje i dejstvo DNK-polimeraze A, a ona predstavlja jedan od najznacajnijih
enzima u DNK replikaciji (101).

Pored ovog dejstva na nuklearnu DNK, cisplatin deluje na ¢eliju i na mnoge druge nacine
nevezane za DNK, od kojih su neki odgovorni za razvoj specificne toksicnosti cisplatine. RNK je
jedna od tih drugih , meta“. Pokazano je da se ¢ak i do dvadeset puta visSe platine veze za RNK,
nego za DNK i to tako Sto se tri molekula aktivirane cisplatine veZe za heliks 18 18S ribozomalne
RNK (rRNK) stvarajuci interlanc¢ane adukte (101). Znacajan je mehanizam delovanja cisplatine
i putem povecanja oksidativnog stresa Celije, odnosno povecanja slobodnih kiseonic¢nih radikala
(eng. Reactive oxigen species, ROS). ROS ostecuju cCelijske proteine, lipide i DNK Sto dovodi do
moguce karcinogeneze ili aktivacije nekog od mnogih puteva apoptoze. Pri normalnim
fizioloSkim uslovima c¢elije odrZavaju stabilan nivo ROS njihovom eliminacijom putem tzv
scavenger sistema, odnosno sistema eliminacije. Maligne Celije su i inaCe pod viSim nivoom
oksidativnog stresa zbog onkogene stimulacije, oSteCenja mitohondrija i povecanog
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metabolizma. Cisplatin deluje na mitohondrije tako Sto se vezuje za mitohondrijalnu DNK
(mtDNK) na isti nac¢in kao na nDNK stvarajuci adukte, ali se ova oStecenja ne mogu popraviti
sistemima popravke DNK, jer mitohondrije ne poseduju NER sistem. Ovo dovodi do poremecaja
transkripcije mtDNK i smanjene sinteze mitohondrijalnih proteina, narocito onih koji su
komponente sistema transporta elektrona preko mitohondrijalne membrane. Ovo posledi¢no
dovodi do poremecene respiracije i povecanja stvaranja ROS (102). Takode, dejstvo cisplatine
na mitohondrije dovodi do poremecaja homeostaze kalcijuma. Najverovatnije putem sniZenja
nivoa mitohondrijalnog glutationa (GSH) i nikotinamid adenin dinukleotida (NADH) koji su
znacajni za odrzavanje elektricnog potencijala preko mitohondrijalne membrane, dolazi do
povecanog izlaska kalcijuma iz mitohondrija u citosol, a ovaj poremecaj nivoa kalcijuma u
citosolu moZe dovesti do njenog oStec¢enja. Primeceno je i da izlaganje Celijske linije karcinoma
ovarijuma SKOV3 cisplatini dovodi do povecéanja veza izmedu mitohondrija i endoplazmatskog
retikuluma (ER) Sto je dovelo do povecanja transporta kalcijuma iz ER u mitohondrije, a ovo do
apopotoze ispitivanih celija. Pokazana su i toksi¢na dejstva cisplatine na lizozome i ER u smislu
njihove destrukcije, Sto opet dovodi do povecéane koncentracije kalcijuma u citosolu. Smatra se
da su ova dejstva na mitohondrije i homeostazu kalcijuma najodgovornija za toksi¢na dejstva
cisplatine, narocito na ¢elije bubrega (97). Jo$ jedna ,meta“ cisplatine osim DNK je membranski
protein NHE ¢iji je zadatak razmena natrijumovih i vodoc¢niih jona preko membrane. Kada se
cisplatin veZe za ovaj protein dolazi do pojave acidoze u ¢eliji i aktivacije apoptoze putem fas
signalnog puta. Vezivanje cisplatine za ovaj molekul se deSava nakon samo nekoliko minuta po
izlaganju cCelija dok se vezivanje za nDNK deSava znatno kasnije, tako da je moguce da je ovo
prvi nacin citotoksi¢nog dejstva cisplatine na maligne ¢elije (101).

Efikasnost cisplatine kao i drugih citotoksi¢nih lekova je ogranicena razvojem neZeljenih
efekata na zdrava tkiva i razvojem rezistencije tumorskih ¢elija na njeno dejstvo.

1.10.6. Razvoj rezistencije

Vecina pacijenata ima dobar inicijalni odgovor na cisplatin, koji je medutim ogranicenog
trajanja, odnosno razvoj relapsaili progresije bolesti je neizbeZna. Do ovoga dolazi usled razvoja
rezistencije na cisplatin, koja mozZe biti urodena (intrinzicka) ili steCena. Rezistencija na
hemioterapiju se definiSe kao urodena ili steCena sposobnost malignih ¢elija da izbegnu
citotoksicno dejstvo hemioterapeutika i to je jedan od glavnih uzroka interindividualnih razlika
u efikasnosti terapije (103). Mnogi su nacini na koje tumorska c¢elija razvije rezistenciju na
cisplatin, uglavnom kao posledica epigenetskih promena na molekularnom i ¢elijskom nivou.
[strazivanja na Kkulturama tumorskih celija kao najc¢esS¢e od ovih mehanizama su izdvojila
smanjenu akumulaciju platine u ¢eliji, putem ili smanjenog ulaska u celiju (influksa) ili
pojaCanog izbacivanja (efluksa) iz ¢elije, pojacanu detoksifikaciju platinskih adukata pod
dejstvom GSH glutationa i drugih antioksidanata, inaktivaciju puteva apoptoze, kao i znacajne
promene na nivou reparacije DNK i to uglavnom pojacanjem funkcije NER i MMR sistema
popravke DNK (Slika 3). Mnogi drugi mehanizmi sigurno igraju manje znacajne uloge, i nije
potpuno jasno koji od ovih mehanizama imaju najznacajniju ulogu u kojim ¢éelijama tumora
(104,105).
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Slika 3. Mehanizmi razvoja rezistencije na cisplatinu, adaptirano iz Afifah et al, 2020. (103)

1.11. Toksicnost cisplatine

Cisplatin ima specifican i dobro poznat profil toksi¢nosti. NajéeS¢a neZeljena dejstva su
gastrointestinalna, u vidu mucnine i povracanja, oSteCenje funkcije bubrega odnosno
nefrotoksi¢nost, neurotoksi¢nost, mijelotoksi¢nost, ototoksi¢nost, hepatotoksi¢nost i retko
kardiotoksi¢nost.

1.11.1 Gastrointestinalna toksi¢nost

NajceSce sejavljaju mucnina i povracanje i to visokog gradusa. Hemioterapijom-izazvana
mucnina i povracanje (eng, chemotherapy-induced nausea and vomiting, CINV) je jedno od
najcesce ispoljenih neZeljenih dejstava hemioterapije uopsSte. MoZe biti akutna koja se javlja
unutar 24h od primene leka, odloZena koja se javlja nakon 24h od primene leka i traje do 5-7
dana, ili anticipatorna koja se javlja i pre primene leka. Takode se definiSe i refraktorna CINV
koja se javlja u uzastopnim ciklusima hemioterapije i pored primene savetovanih antiemetika,
i proboj mucnine koji se javlja bilo kada nakon primene leka, kao akutno pogorsSanje mucnine i
pored adekvatne antiemeticke profilakse i zahteva interventnu terapiju. Mehanizam nastavka
CINV je kompleksan i podrazumeva uceSce kako centralnog, tako i perifernog nervnog sistema,
a postoje i razlike u mehanizmu nastanka akutne i odloZene CINV. Zbog toga je najceSce
potrebna kombinacija antiemetika za prevenciju i terapiju CINV.

Cisplatin spada u grupu najemetogenijih citostatika izazivajuci sve tipove CINV. Kada bi
se cisplatin primenio bez antiemeticke profilakse, akutna CINV bi se javila u 90% pacijenata.
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Pojavljuje se ve¢ unutar par sati od primene leka i obi¢no traje 3-5 dana, kod nekih osoba i duze
(106). Moze se javiti i gubitak apetita i poremecaj ukusa, rede dijareja i dehidracija. Prilikom
primene cisplatine obavezna je adekvatna antiemeticka profilaksa primenom kombinacije
deksametazona, antagonista 5HT-3 receptora i antagonista NK1 receptora shodno
preporukama (107).

1.11.2. Renalna toksi¢nost

Glavna limitirajuca toksi¢nost cisplatine jeste renalna. Javlja se najc¢eS¢e tokom druge
nedelje nakon primene leka i uglavnom je asimtpomatska, $to upucuje na oprez i neophodnost
pracenja bubreZzne funckije. Utvrdeni su neki faktori koji povecavaju verovatnocu pojave
renalne toksi¢nosti kao Sto su veca doza leka, Zenski pol, starije Zivotno doba,
hipoalbuminemija, puSenje. NajceS¢a i najozbiljnija manifestacija toksi¢nosti cisplatine je
pojava akutne bubrezZne insuficijencije sa porastom azotnih materija (ureje i kreatinina) u krvi,
najceSce hipomagneziemijom, uz ocuvanu diurezu i prisustvo glukoze i manje koli¢ine proteina
u urinu. Moguca je i distalna tubulanrna acidoza, hipokalcemija, hiperurikemija. Oporavak
bubreZne funkcije je obi¢no nakon 2-4 nedelje mada su moguca i trajna oStecenja. Cisplatin se
eliminiSe putem urina glomeralnom filtracijom i tubularnom sekrecijom. U prvih 24h nakon
infuzije se urinom izluc¢i 30-50% primenjene koliCine cispaltine. Koncentracija cisplatine u
korteksu bubrega je nekoliko puta veca od koncentracije u plazmi i drugim tkivima, Sto ukazuje
na aktivni unos cisplatine u bubreZne ¢elije u kojima se transformise u jos toksi¢niji metabolit.
Dominantno je oStecenje proksimalnih tubula verovatno direktnim toksi¢nim efektom na celije.
MozZe se javiti i vazokonstrikcija mikrovaskulature bubrega kao i inflamacija (97,108). Na
subcelularnom nivou cisplatinom-izazvano oStec¢enje bubrega nastaje putem viSestrukih
mehanizama: povecanim transportom leka u renalne C¢elije posebnim trasnporterima,
oSte¢enjem nuklearne i dominantno mitohodnrijalne DNK (proksimalni tubuli bubrega su
bogati mitohodnrijama), oksidativnim stresom, aktivacijom multiplih signalnih puteva koje
vode u apoptozu kao i znacajnim inflamatornim procesom. Ovi mehanizmi bi mogli ukazati na
mogucnost prevencije ove toksi¢nosti, ali i pored mnostva studija i ispitivanih protektora, za
sada nema supstance koja bi znacajno smanjila renalnu toksi¢nost cisplatine. U svakodnevnoj
praksi se, kao profilaksa ove toksi¢nosti, koristi pojacana hidracija i fosirana diureza na dan
primene i dan nakon primene cisplatine. U buduénosti ¢e verovatno kombinacija blokade vise
od jednog mehanzima nastanka renalne toksi¢nosti dovesti do najbolje prevencije, naravno
uzimajucdi u obzir ¢injenicu da se mora odrZati citotoksi¢na aktivnost na ¢elije tumora (108).

1.11.3. Ototoksic¢nost

Ototoksic¢nost je takode limitirajuc¢a toksi¢nost za primenu cisplatine. OStecenje sluha
pod dejstvom cisplatine je najces¢e u rangu visokih frekvencija, obostrano je, trajno i znacajno
pogorsava kvalitet Zivota pacijenata. Klinicki se najpre javlja zujanje u usSima, moguc je i osecaj
zapuSenosti uha i poremecaj ravnoteZe, a zatim slabiji sluh. Deca i stariji od 70 godina su
osetljivija. Mehanizam nastanka je viSestruk, najc¢eS¢e se okrivljuje pojaCano stvaranje ROS
(putem viSe razlicitih mehanizama na nivou mitohondrija ili enzimskih sistema) u ¢elijama
kohlee Sto moze aktivirati apoptozu ili izazvati inflamaciju u ovim c¢elijama, a opisano je i
stvaranje nDNK adukata u ¢elijama kohlee i auditornog centra u CNSu. Na osnovu ovih opisanih
mehanizama ispituju se mnoge supstance koje bi mogle da deluju protektivno ili terapeutski na
oStecenje sluha izazvano cisplatinom. Za sada medutim, takve supstance nema, te je neophodna
klini¢ka procena pre primene samog leka kao i stalno praéenje pacijenta tokom lecenja (109).
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1.11.4. Neurotoksicnost

Neurotoksi¢nost svih platinskih agenasa se ogleda u njihovom dejstvu na periferni
nervni sistem uglavnom u vidu senzorne periferne neuropatije. Klinicki pacijent se zZali na
osecaj trnjenja ili peCenja u Sakama i stopalima, narocito pri izlaganju hladno¢i, ponekad uz bol,
zatim na slabost u potkolenicama i podlakticama i poremecen ukus. Smatra se da se javlja u oko
polovine svih pacijenata tretiranih cisplatinom, najcesce kada doza cisplatine prede 300mg/m?2
telesne povrsine. Po prestanku primene cisplatine ovi simptomi se postepeno smanjuju i mogu
se u potpunosti povudi, ali takode mogu biti i trajni. Od mehanizama koji mogu biti odgovorni
za ovo neZeljeno dejstvo cisplatine, najceSce se okrivljuje oksidativni stres i izazivanje apoptoze
¢elija perifernih neurona. Sto se ti¢e prevencije i terapije, mnogi lekovi su ispitivani narocito u
prevenciji, kao $to su vitamin E, magnezijum, kalcijum, ali bez znacajnog efekta. U terapiji se
danas najceSce koriste antikonvulzivi gabapentin i pregabalin, naroCito kada je neuropatija
bolna, a mogu se primeniti i male doze morfina, uz ogranic¢enu efikasnost. (110).

1.11.5. Mijelotoksi¢nost

Cisplatin spada u blago do umereno mijelosupresivne citostatike, sa pojavom
hematoloske toksi¢nosti kod oko 25-30% tretiranih pacijenata. Mijelosupresija je uglavnom
blaga do umerene i reverzibilna, retko uz razvoj komplikacija. Leukopenija i trombocitopenija
su dozno-zavisne i mogu biti visokog gradusa kod pacijenata koji primaju visoke doze ili su ve¢
primali mijelosupresivnu terapiju. Nadir sa javlja oko 2 nedelje po primeni leka i obi¢no se
vrednosti normalizuju nakon 3-4 nedelje. Anemija se takode moZe javiti, u manje od 10%
pacijenata, nije dozno-zavisna i Cesto izazvana hemolizom. Mehanizam nastanka
mijelotoksicnsti cisplatine je isti onaj koji izaziva citotoksi¢nst maligne ¢elije, obzirom da se radi
o tkivu koje se brzo deli, zna¢i dominantno stvaranje adukata sa nDNK i poremecajem
replikacije (111).

1.11.6. Hepatotoksi¢nost

Visoke doze cisplatine mogu izazvati hepatotoksi¢nost koja se manifestuje najcesce u
vidu porasta transaminaza. Javlja se kod manje od 10% tretiranih pacijenata. Patofizioloski radi
se o oSteCenju hepatocita putem oksidativnog stresa ili sniZenjem nivoa glutationa.
Patohistoloski dolazi do nekroze hepatocita, infiltracije portnih prostora inflamatornim
¢elijama i sinusoidalnom dilatacijom. Klini¢ki, hepatotoksi¢nost je najceS¢e asimtpomatska, a
ako se radi o teZem oStecenju, moZe se javiti malaksalost. Nema dokazane susptance koja bi
delovala protektivno. Terapija se zasniva na prekidu primene cisplatine kod toksi¢nosti visokog
gradusa, a u manjim gradusima je moguce odlaganje planirane doze (97).

U Tabeli broj 6 prikazani se gradusi toksicnosti koja je pra¢ena u ovoj disertaciji prema
CTCAE v.4.0 (95).
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Tabela 6. Gradusi toksi¢nosti HT.

Gradus
NeZeljeno dejstvo | 1 2 3 4 5
Leukopenija 3.0x109/L- DGRV 20-3.0x109/1 | 1.0-2.0x109/1 | <1.0x109/1 /
Neutropenija 1.5x10%/1-DGRV | 1.0-1.5x10%/1 | 0.5-0.9x 109! | <0.5x109/1
Trombocitopenija | 75x10°/1-DGRV | 50-75x10°/1 | 25-50x10%/1 | <25x107%/1
Anemija 100 g/1 -DGRV 80-100g/1 49 -79 g/l <49 g/l
Mucdnina Gubitak apetita bez Smanjen unos Neadekvatan Opasno po Zivot
promena u hrane, bez unos hran |
uzumanju hrane znacajnog tecnosti,
gubitka u tezini, i.v.te¢nosti ili
dehidracija ili parenteralna
malnutricija, ishrana
i.v.teCnosti tokom | indikovana
manje od 24h tokom duze od
24h
Povracanje 1 - 2 epizode u 24h 3 -5 epizodau 26 epizoda u 24h, | Zivotna smrt
24h indikovana ugrozenost
parenteralna
ishrana
Dijareja <4 stolice od 4 - 6 stolicavise | > 7 stolica preko Zivotna smrt
normalnog broja, od normalnog normalnog broja, | ugroZenost, hitna
mali porast stolice broja, umeren inkontinecija, terapija
na stomu porast sekrecije znacajan porast indikovana
na stomu sekrecije na
stomu,
indikovana
hospitalizacija
Porast kreatinina | 1-1.5x GGRV (ili 1.5 - 3 x GGRV 3 -6 x GGRV > 6 x GGRV (ili
inicijalne (ili inicijalne (ili inicijalne inicijalne
vrednosti) vrednosti) vrednosti) vrednosti)
Porast >GGRV - 3x GGRV | 3 -5xGGRV 5-20x GGRV > 20 x GGRV
transaminaza
Periferna Asimptomatska ili Umereni IzraZeni Polsedice opasne
== blage parestezije, simptomi, simptomi, po Zivot
neuropatija gubitak dubokih ogranicenje u smanjenje
refleksa ADL mogucnosti brige
o sebi

DGRV: donja granica referentnih vrednosti; GGRV: gornja granica referentnih vrednosti

1.12. Mehanizmi popravke DNK

U ljudskom organizmu ima otprilike 1014 samostalnih celija koje su stalno izloZene
spoljasnjim i unutraSnjim atacima na stabilnost genoma. ViSe hiljada razli¢itih promena se
svakog dana deSava na molekulu DNK delovanjem spoljasnjih faktora kao Sto su ultravioletno i
gama zracenje, razne hemijske supstance, toplota, onkogeni virusi, ali i unutrasnjih faktora
poput slobodnih radikala i razli¢itih produkata metabolizma. GreSke nastaju i tokom normalnih
procesa replikacije DNK i mitoze. Kao odgovor na oStecenje DNK, ¢elija moZe uci u proces
apoptoze - programirane Celijske smrti, senescencije odnosno starenja ili dolazi do
zaustavljanja Celijskog ciklusa u odredenim taCkama, koje se nazivaju kontrolne tacke (eng.
checkpoints) i aktiviranja sistema popravke DNK. Ovi mehanizmi sprecavaju prenos nastalih
oStecenja na Cerke Celije tokom mitoze. Smatra se da tek jedno od hiljadu ostecenja DNK dovodi
do stvaranja nasledne promene, odnosno mutacije, koja ¢e dovesti do stvaranja izmenjene
Celije, dok se sve druge greske eliminisu efikasnim sistemima za popravku DNK. Ovi sistemi se
prakti¢no nisu menjali tokom evolucije, njihov sastav je kompleksan, a mehanizmi dejstva
razliCiti i viSestruki Sto sve zajedno ukazuje na njihovu vaznost za opstanak zdravih celija.
Nijedan od ovih sistema za popravku ne bi mogao sam da se nosi sa mnoStvom oSte¢enja DNK.
Kada je jedan sistem oStecCen, drugi ga moZe delimicno zameniti. [pak, oStec¢enje bilo kog od ovih

sistema €ini jedinku osetljivijom na razvoj mutacija i maligniteta (77,112,113).
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Sistem popravke DNK se definiSe kao skup reakcija Celije koje imaju za cilj ponovno
uspostavljanje normalne sekvence baznih parova i strukture oStecene DNK. Ovi sistemi se
sastoje iz niza biohemijskih dogadaja koji dovode do prepoznavanja greske, isecanja i ponovnog
uspostavljanja normalne sekvence DNK (113). Postoji najmanje Cetiri sistema za popravku DNK
koji se delimi¢no preklapaju i dopunjuju svojim mehanizmima dejstva: sistem nukleotidne
ekcizione reparacije (eng. nucleotide excision repair, NER) i sistem bazne ekcizione reparacije
(eng. base excision repair, BER) - koji popravljaju jednolancana oStecenja DNK, sistem
reparacije homologom rekombinacijom (eng. homologue recombination repair, HRR) i sistem
nehomologog povezivanja krajeva (eng. non-homologue end-joining, NHE]), koji popravljaju
dvolancana oStecenja.

Dvolanc¢ana oStecenja DNK (eng. double-strand breaks, DSB) najceS¢e nastaju pod
dejstvom jonizujuceg zraCenja i smatraju se najopasnijim i najmutagenijim jer samo jedan DSB
moZe dovesti do gubitka viSe od 100 miliona baznih parova DNK. Homologa reparacija (HR) je
proces u kome se dvolancani prekidi popravljaju pomo¢u homologih sekvenci DNK na sestri
hromatidi ili homologom hromozomu, $to se deSava u kasnoj S/G2 fazi Celijskog ciklusa, kada
je homologa sekvenca ve¢ replikovana. S druge strane, NHE] se aktivira u drugim fazama
Celijskog ciklusa kada nije moguce Koristiti sestru hromatidu kao homologu sekvencu za
popravku jer deo DNK koji sadrZi oStecenje joS uvek nije replikovan. Stoga je ovaj sistem
popravke manje precizan, ceS¢e se javljaju greSke i gubitak genetskog materijala.
(73,77,112,113)

Vecina citotoksi¢nih lekova koji se koriste u terapiji NSCLC uti¢u na neki nacin na funkciju
DNK tumorske celije, koja se svojim mehanizmima popravke DNK bori protiv ovog dejstva leka.
Jedan od glavnih mehanizama razvoja rezistencije tumora na citotoksi¢ne lekove jeste pojacana
aktivnost i efikasnost sistema DNK popravke, Sto se moze iskoristiti i u terapijskom pristupu
leCenja maligne bolesti. Naime, pokazano je da inhibicija sistema DNK popravke maligne ¢elije
moZe pojacati efikasnost hemioterapije, najpre na primeru PARP inhibitora u le¢enju karcinoma
ovarijuma i dojke (114,115).

1.12.1. Popravka DNK i oStecenje nastalo pod dejstvom platinskih derivata

Kao Sto je prethodno objasnjeno, cisplatin kao alkilirajuci agens, deluje tako Sto se vezuje
za DNK, najCeSCe za guanin ili adenin na poziciji N7 formiraju¢i DNK adukte, inter- ili
intralancane, a njihovo prisustvo onemogucuje adekvatnu replikaciju DNK i na taj na¢in moZze
dovesti do smrti Celije. Efikasnost ali i toksicnost cisplatine su u direktnoj vezi sa koli¢inom
stvorenih DNK adukata unutar celije (89,91,92). Nakon stvaranja DNK adukata, aktiviraju se
mehanizmi popravke DNK maligne cCelije, Cime se ona brani od citotoksi¢nog dejstva. Smatra se
da su maligne celije koje imaju pojac¢anu aktivnost ili efikasnost sistema popravke DNK manje
osetljive na dejstvo cisplatine, odnosno terapija je manje efikasna a preZivljavanje pacijenta
krace. Primenom funkcionalnih eseja za procenu aktivnosti sistema popravke DNK pokazano
je daje prezivljavanje pacijenata sa NSCLC koji su primali cisplatin znatno krace Sto je efikasnost
ovih sistema veca, kao i da je potrebna veca doza cisplatine da bi ispoljila adekvatno
citotoksi¢no dejstvo (116,117). Obrnuto takode vazi, maligne Celije koje imaju na bilo koji na¢in
oStecen ili slabo funckionalan sistem popravke DNK su osetljivije na dejstvo cisplatine, i
prezivljavanje tog pacijenta je duZe. OSteCenja nastala primenom cisplatine se popravljaju
aktivacijom dominantno NER i HR sistema popravke DNK, povremeno i aktivacijom BER
sistema (115). Samim tim, genetske promene u genima koji kodiraju glavne komponente ovih
sistema mogu dovesti do znacajnog uticaja na njihovu efikasnost i ukupno citotoksi¢no dejstvo
cisplatine, Sto je tema ove disertacije. Mehanizam dejstva ovih veoma kompleksnih sistema ¢e
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biti objasnjen u daljem tekstu, sa naglasavenjem znacaja onih komponentni sistema ¢iji su geni
ispitivani u ovom radu.

1.13. XRCC1

XRCC1 (eng. X-ray Repair Cross-Complementing Group 1, XRCC1) je protein koji se sastoji
od 633 amino kiseline i ima ulogu u BER mehanizmu popravke jednolanc¢anih oSte¢enja DNK.
Poslednjih godina se pojavljuju dokazi o uce$¢u ovog proteina u popravci i dvolancanih
oStecenja nastalih pod dejstvom jonizujuéeg zracenja (118). Enzimska aktivnost ovog proteina
nije dokazana, ali su identifikovani domeni za protein-protein interakcije i to sa poli(ADP-
ribozo) polimerazom (eng. Poly(ADP-Ribose) Polymerase, PARP), DNK ligazom III (eng. DNA
Ligase 111, DNA lig III), i DNK polimerazom 3 (eng. DNA Polymerase-B, DNA pol 3) (119).

BER mehanizam popravke DNK predstavlja odgovor na oStecenje DNK nastalo pod
dejstvom X zraka, kiseonickih slobodnih radikala ili metilacijom i deaminacijom, kada su
oStecene pojedinacne baze u DNK molekulu. Za ova oStecenja se smatra da nastaju oko 100.000
puta tokom dana u svakoj ¢eliji. OStecene baze odstranjuju DNK glikozilaze i tako nastaju tzv.
abazi¢na mesta. Njih prepoznaje multiproteinski kompleks koji ¢ine APE1 endonukleaza, PARP,
DNK polimeraza i ligaza i XRCC1, koji predstavlja tzv. gradivni protein ovog kompleksa koji se
povezuje sa svim komponentama kompleksa i omogucava njegovu funkciju. APE1
endonukleaza najpre preseca lanac DNK na abazi¢cnom mestu, a dalja popravka moZe i¢i kratkim
ili dugim putem. U kratkom putu, slede¢i korak je ubacivanje jednog nukleotida na 5’ kraj
ise¢enog dela pod dejstvom DNK polimeraze (3. Ovako nastala praznina se popunjava dejstvom
kompleksa XRCC1-ligaza 3a. Ponekad se popravka ne moZe izvrsiti na ovaj kraci nacin, vec se
aktivira duzi put koji pocinje aktivacijom PARPa. PARP se vezuje za osSteCenu DNK u formi
homodimera i katalizuje konverziju NAD+ u nikotinamid i ADP-ribozu. Zatim omogucava
transfer ADP riboze na odreden broj proteina uklju¢enih u remodelovanje arhitekture
hromatina i metabolizam DNK. Povec¢ana aktivnost PARP dovodi do stvaranja vecih, razgranatih
polimera ADP riboze na mestu oStecenja DNK. Polimeri PARP koji tada nastaju, sterno- i
elektrohemijski navode proteine koji direktno ucestvuju u popravci ostecenja DNK: XRCC1,
DNK ligazu III, DNK pol B i AP endonukleaze. XRCC1 najpre stupa u interakciju sa PNK (eng.
Polynucleotide Kinase, PNK), a zatim se uspostavlja interakcija sa DNK polimerazom 3 i DNK
ligazom III. DNK polimeraza 6/ ugraduje 2-15 nukleotida na mestu prekida ¢ime zameni deo
lanaca koji sadrzi oStecenje, a nastali 5' jednolancéani kraj (eng. 5-flap) se iseca pomocu
endonukleaze FEN 1 (eng. Flap Endonucleasa 1, FEN1). Na kraju, DNK ligaza III spaja krajeve
(slika4 (120-123).
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Slika 4. BER mehanizam popravke DNK, uloga XRCC1 proteina (Adaptirano iz Caldecott KW et al)
(120).

1.14. RAD51

Protein RAD51 pripada familiji proteina za razmenu lanaca (eng. strand exchange
proteins) i ima centralnu ulogu u procesu homologe rekombinacije (HR). Na njegov znacaj
ukazuje i Cinjenica da ima prakti¢no isti sastav i ulogu kako u prokariotskim tako i u
eukariotskim celijama.

HR je klju¢ni mehanizam kojim se generise geneticki diverzitet, ali omogucéava i ocuvanje
integriteta genoma ispravnom podelom hromozoma tokom mejoze i popravkom kompleksnih
DNK oSteéenja poput dvolancanih prekida, interlancanih umreZzavanja (eng. Interstrand Cross-
Links, ICL) ili DNK izboc€ina u neposrednoj blizini neizmenjenog lanca, narocito tokom G1-S faze
¢elijskog ciklusa. Kada dode do pojave ovakvih oStec¢enja DNK, Celija zaustavlja ¢elijski ciklus i
aktiviraju se mehanizmi popravke DNK kako bi se uklonila nastala oStecenja. Prvi korak u ovom
procesu je prepoznavanje DSB od strane enzimskog kompleksa koji se naziva MRN kompleks.
Zatim 5’-3 endonukleaza stvara jednolan¢anu sekvencu DNK na mestu oStecenja i za njegov 3’
kraj se vezuje replikacioni protein A (RPA). Proteini medijatori kao $to su BRCA2 i Rad52
regrutuju RAD51, koji se iz citosola premesta u nukleus, zamenjuje RPA i to predstavlja
neophodni inicijalni korak homologe replikacije. Na ovaj nacin se aktivira potraga za
homologom sekvencom DNK, dolazi do invazije oStecenog lanca u homologu sekvencu, zatim
dolazi do sinteze i povezivanja DNK S$to stvara intermedijerne produkte rekombinacije koji
sadrze dvostruke Holidejeve veze. Pod dejstvom enzima kao Sto su RecQ helikaza BLM i
topoizomeraza 3a ove veze se raskidaju i DNK je popravljena bez greske (slika 5 )
(113,124,125).
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Slika 5. Reparacija dvolancanih prekida homologom rekombinacijom. Centralna uloga proetina RAD51
u razmeni lanaca tokom procesa reparacije dvolancanih prekida (Adaptirano iz DeVita, Hellman and
Rosenberg’s Cancer, (126))

Visok nivo ekspresije RAD51 je uofen u mnogim malignim tumorima kod ¢oveka, kao Sto
su karcinom pankreasa i karcinom dojke gde je utvrdeno da povecava invazivnost tumora,
nesitnocelijski karcinom pluca gde je nezavisni prognosticki marker preZivljavanja i mnogim
drugim. Smatra se da visoka ekspresija gena koji su ukljuc¢eni u proces HR doprinosi genomskoj
nestabilnosti, odnosno povecava ucestalost translokacija, delecija, duplikacija i/ili gubitka
heterozigotnosti (eng. Loss of Heterozygosity, LOH). Osim toga, postoji sve vise dokaza da
povecana ekspresija RAD51 doprinosi rezistenciji ¢elija na zra¢nu i hemioterapiju. Ova dva
mehanizma, genetska nestabilnost i rezistencija na dejstvo radio i hemioterapije, mogu biti od
znacaja za opstanak maligne Celije. Tacan mehanizam nastanka hemio- i radiorezistencije nije
poznat, ali se smatra da povecana ekspresija RAD51 dovodi do povecanog kapaciteta maligne
Celije za popravku osStecenja DNK nastalih pod dejstvom radio i hemioterapije (127-129)

1.15. TP53

Drugi znacajan mehanizam odbrane jeste izazivanje apoptoze oStelene Ccelije, koji
predstavlja jedan od najkompleksnijih signalnih puteva uopste u celijskom metabolizmu, kako
zdravih, tako i malignih celija. U ovom sistema jednu od najznacajnih uloga igra TP53 koji
predstavlja tumor supresor gen i mutiran je u oko 50% malignih bolesti kod ¢oveka. Aktivacija
TP53 se desava pod dejstvom mnogih stresora ukljucujudi aktivaciju protoonkogena i oStecenje
DNK koje moZe biti izazvano i antitumorskim lekovima. Po aktivaciji, on kao znacajan
transkripcioni faktor, reguliSe ekspresiju, lokaciju u c¢eliji i aktivnost oko 500 Kklju¢nih
komponenti Celijskih procesa ukljuCujuci zaustavljanje celijskog ciklusa, popravku DNK i
izazivanje apoptoze kao odgovor na stresore. Stoga je jasan znacaj TP53 na hemiosenzitivnost.
U slucaju inhibicije TP53 moZe se razviti hemiorezistencija i prezivljavanje maligne celije (130-
132). TP53 dovodi do apoptoze komplesknim mehanizmima, ali se za izazivanje apoptoze
malignih ¢elija pod dejstvom antitumorskih lekova najznacajnjim smatraju putevi PUMA i NOXA
(131). Prilikom odgovora na stresor, uk¢jucujuci i platinske citostatike, za adekvatnu aktivaciju
TP53 puta ia apoptoze neophodna je komunikacija i koordinacija i sa drugim proteinima, od
kojih su se najznacajnim pokazali TP73 i MDM2. Mutacije u TP73 genu koje dovode do njegove
inaktivacije direktno uticu na smanjenje senzitivnosti maligne Celije na dejstvo platinskih
derivata. Pojacana ekspresija MDM2 dovodi do sniZenja funkcije TP53, Sto dovodi do
inaktivacije puta apoptoze maligne Celije pod dejstvom platinskih lekova (130).
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Slika 6. Signalni putevi apoptoze i uloga TP53, adaptirano sa cusabio.com (133)

1.16. Polimorfizmi jednog nukleotida (eng. single nucleotide polymorphisms, SNPs)

Odavno je poznato da postoje velike varijacije u sekvenci DNK molekula koje su normalno
prisutne u genomu i predstavljaju interindividualne varijacije. NajCeSCe varijacije su
polimorfizmi jednog nukleotida. Po definiciji, SNPs predstavljaju mesta u genomskoj DNK na
kojima normalno postoje sekvence koje se razlikuju u jednom nukleotidu dajué¢i dve moguce
varijante alela, pri cemu redi alel ima frekvencu bar 1% (134). Posledica su tackastih mutacija,
odnosno izmene pojedinacne baze i javljaju se ¢esto, na svakih 300 nukleotida, Sto znaci da ih
ima oko 10 miliona u humanom genomu. Osoba nasleduje po jedan alel od svakog roditelja,
tako da genotip na mestu SNP mozZe biti AA, BB ili AB. SNP se moZe javiti u kodiraju¢em regionu
DNK, ali da ne dovede do promene aminokiseline, tzv. sinonimni SNPs, moZe biti u kodiraju¢em
regionu i da dovede do promene aminokiseline, tzv. nesinonimni SNPs, moZe se javiti u
regulatornom regionu Sto moZe dovesti do promene ekspresije gena, ili se moZze javiti izmedu
gena. Nesinonimni SNPs mogu biti posledica missense mutacija - izmena jedne aminokiseline
¢iji efekat zavisi od mesta izmenjene aminokiseline i vrste supstitucije, ili nonsense mutacija gde
izmena aminokiseline dovodi do pojave stop kodona, Sto zaustavlja transkripciju i ima za
posledicu stvaranje skracenog proteina. SNPs u nekodiraju¢im delovima DNK takode mogu
imati fenotipski uticaj, narocito ako se nadu u regulatornom regionu jer to moZe uticati na
posttranskripcionu kontrolu (134).

Najveci broj SNPs nema uticaj na normalan razvoj i zdravlje jedinke. Neki od njih,
medutim, mogu biti znacajni u predvidanju odgovora osobe na odredeni lek, osetljivosti na
razne faktore kao $to su toksini i jonizujuce zracenje ili predvidanju rizika za razvoj pojedinih
bolesti. Takode se mogu koristiti za prac¢enje nasledivanja pojedinih gena unutar familija (134).
Rizik za razvoj maligne bolesti moZe biti povezan sa tipom SNPs u genima klju¢nim za razvoj
raka. Asocijacija izmedu polimorfizama i pojave maligne bolesti se procenjuje relativnim
rizikom, koji predstavlja verovatno¢u da se bolest pojavi u zavisnosti od pojedinog
polimorfizma. Postoje literaturni podaci da SNPs gena za popravku DNK dovode do izmenjene
sposobnosti Celije da popravi oStecenja DNK nastala dejstvom kancerogenih uticaja, Sto Cini
jedinku osetljivijom na pojavu maligniteta (134-136).
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1.16.1. Geneticka varijanta Arg399GIn (rs25487) gena XRC(C1

Gen XRCC1 se nalazi na hromozomu 19, na poziciji 19q13.2, sastoji se od 17 egzona i
veli¢ine je oko 32 kb. Otkrivena su najmanje tri polimorfizma ovog gena, od kojih neki imaju
veliki znacaj za razvoj malignih bolesti i prognozu: rs1799782 (Argl94Trp), rs25489
(Arg280His) i rs25487 (Arg399GlIn).

Geneticka varijanta rs25487 (Arg399Gln) je najviSe istraZivana. Radi se o tackastoj
supstituciji guanina (G) alaninom (A) u egzonu 10 gena XRCC(C1, $to na aminokiselinskom nivou
dovodi do zamene aminokiseline arginina (Arg) glutaminom (Glu). Ova promena se deSava u
domenu proteina XRCC1 za interakcije sa poli (ADP-ribozo) polimerazom i posledi¢no dovodi
do nemoguénosti formiranja multimernih proteinskih kompleksa neophodnih za popravku
oStec¢enja u okviru BER mehanizma. Utvrdeno je da osobe koje imaju GInGIn fenotip imaju manje
DNK prekida i da brze popravljaju prekide DNK od homozigota ArgArg (homozigotni divlji tip,
eng. wild-type) i heterozigota (120,122).

1.16.2. Geneticka varijanta G135C (rs1801320) gena RAD51

Gen RADS51 je lokalizovan na hromozomu 15, na poziciji 15q15.1, sadrZi 10 egzona i
veli¢ine je oko 30kb. Opisane su dve geneticke varijante gena RAD51, koji se nalaze u 5" UTR
(eng. Untranslated Region, UTR), G u C (guanini u citozin) suptitucija na poziciji +135 bp (eng.
base pair,bp),i Gu T (guanin u timin) supstitucija na poziciji +172 bp od start kodona. Geneticka
varijanta rs1801320 (G135C polimorfizam) moZe imati efekat na splajsovanje, regulaciju
transkripcije, efikasnost translacije ili stabilnost mRNK S$to sve zajedno moZe imati uticaj na
aktivnost finalnog produkta - proteina RAD51. Ovo je gain-of-function mutacija, te dovodi po
povecanja nivoa ekspresije gena RAD51, Sto je suprotno vecini drugih genskih varijacija u
genima za popravku DNK. Postoje podaci da je polimorfizam G135C znacajan za penetraciju
BRCAZ2, Sto povecava rizik za razvoj karcinoma dojke kod mladih osoba, povecava rizik od
razvoja karcinoma Zeluca, akutne mijeloidne leukemije i nesitnocelijskog karcinoma pluca, gde
ima uticaj na prognozu ove bolesti i odgovor na terapiju (104,125,137).

1.16.3. Geneticka varijanta Arg72Pro (rs1042522) gena TP53

Gen TP53 je lokalizovan na hromozomu 17, na poziciji 17p13.1, veliCine je oko 20kb, a
kodirajuca sekvenca pokazuje visok nivo konzerviranosti medu svim kicmenjacima, narocito u
egzonima 2, 5, 6, 7 i 8, Sto ukazuje na njegov visok znacaj za normalnu funkciju ¢elije. Ovaj gen
je jedan od naj¢eS¢e mutiranih u humanom genomu, a pored mutacija otkriveno je i preko 20
SNPs u kodiraju¢em regionu ovog gena (138). Najcesce ispitivani je nesinonimni polimorfizam
rs1042522 koji podrazumeva zamenu baze guanin (G) citozinom (C), odnosno zamenu
aminokiseline arginina (Arg) prolinom (Pro) u kodonu 72, obelezava se jo$ kao G12139C ili
Arg72Pro. Interesantne su etnicke razlike u frekvenci pojave ovog polimorfizma, javlja se u oko
40% osoba bele (kavkaske) rase, a samo u oko 8% afroamerikanaca (138). Kodon 72 se nalazi
u egzonu 4 ovog gena u delu gena u kome se najceSce javljaju mutacije, i smatra se da moze
uticati na stabilnost proteina TP53. Ove dve alelne varijante gena dovode do razlicite
sposobnosti malignog tumora ka razvoju i metastaziranju, prisustvo Arg alela dovodi do lakSeg
izazivanja apoptoze Celije, dok je prisustvo Pro alela povezano sa lakSim zaustavljanjem
¢elijskog ciklusa u fazi G1 i boljom aktivacijom mehanizama popravke DNK u kojima ucestvuje
TP53. Ovaj polimorfizam je povezan i sa razlicitim odgovorom na terapiju, kako hemio tako i
radioterapiju, a narocito sa individualnom osetljivos¢u na cisplatin (139).
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2. CILJEVIRADA

1. Ispititati uticaj demografskih karakteristika pacijenata i karakteristika tumora (pol,
starost pri dijagnozi, pusacki status, prisustvo inicijalnih metastaza, performans status,
histoloSki gradus tumora) na efikasnost platinske hemioterapije kod pacijenata sa
uznapredovalim nesitnocelijskim karcinomom pluca

2. Ispititati uticaj demografskih karakteristika pacijenata i karakteristika tumora (pol,
starost pri dijagnozi, pusacki status, prisustvo inicijalnih metastaza, performans status,
histoloSki gradus tumora) na ispoljenu toksi¢nost primenjene platinske hemioterapije
kod pacijenata sa uznapredovalim nesitnocelijskim karcinomom pluca

3. Ispitati ucestalost polimorfnih genetickih varijanti Arg72Pro gena TP53 (rs1042522),
Arg399GIn gena XRCC1 (rs25487) i G135C gena RAD51 (rs1801320) i njihov uticaj na
efikasnost primenjene platinske hemioterapije kod pacijenata sa uznapredovalim
nesitnocelijskim karcinomom pluca

4, Ispitati ucCestalost polimorfnih genetickih varijanti Arg72Pro gena TP53 (rs1042522),
Arg399GIn gena XRCC1 (rs25487) i G135C gena RAD51 (rs1801320) i njihov uticaj na
ispoljenu toksi¢nost primenjene platinske hemioterapije kod pacijenata sa
uznapredovalim nesitnocelijskim karcinomom pluca

5. Ispitati uticaj kombinovanog efekta polimorfnih genetickih varijanti Arg72Pro gena
TP53 (rs1042522), Arg399GIn gena XRCC1 (rs25487) i G135C gena RAD51 (rs1801320)
na efikasnost primenjene platinske hemioterapije kod pacijenata sa uznapredovalim
nesitnocelijskim karcinomom

6. Ispitati uticaj kombinovanog efekta polimorfnih genetickih varijanti Arg72Pro gena
TP53 (rs1042522), Arg399GIn gena XRCC1 (rs25487) i G135C gena RAD51 (rs1801320)
na toksi¢nost primenjene platinske hemioterapije kod pacijenata sa uznapredovalim
nesitnocelijskim karcinomom pluca
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Ispitanici

Ova studija retrospektivno-prospektivnog karaktera je sprovedena na Institutu za
onkologiju i radiologiju Srbije (IORS) i Institutu za plu¢ne bolesti Vojvodine (IPBV). Ukljucen je
ukupno 121 pacijent kod kojih je dijagnostikovan primarni adenokarcinom pluca, bez
detektovane mutacije gena za EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), u lllb ili IV stadijumu,
a koji su u prvoj liniji sistemske terapije primali hemioterapiju baziranu na platini. Stadijum
bolesti je odreden na osnovu verzije 7 TNM Kklasifikacije Svetske zdravstvene organizacije (36).
Klinicki podaci pacijenata su preuzimani iz medicinske dokumentacije (istorije bolesti) kao i
Registra za karcinom bronha IPBV. Stepen ispoljene toksi¢nosti primenjene hemioterapije
(gradus) je odredivan na osnovu CTCAE (Common Terminology Criteria for Adverse Events)
verzija 4.0 (140). ZabeleZene su toksiCnosti svih gradusa, a za dalju analizu podeljene na
toksi¢nosti niskog gradusa, odnosno gradus 11i 2 i toksi¢nosti visokog gradusa, odnosno gradus
3iviSe. Vreme do progresije bolesti (eng. Progression-free survival, PFS) je definisano kao vreme
proteklo od pocetka primarne hemioterapije do datuma registrovane prve progresije bolesti, a
ukupno prezivljavanje (eng. Overall Survival, OS) kao vreme od trenutka postavljanja
histopatoloske dijagnoze adenokarcinoma plu¢a do datuma smrti od bilo kog uzroka. Takode je
praceno i trajanje postignutog terapijskog odgovora i definisane su dve grupe: grupa u kojoj je
trajanje odgovora bilo manje od 6 meseci i grupa u kojoj je odgovor trajao 6 i viSe meseci.
Definisana je i takozvana klinicka korist primenjene terapije (eng. Clinical Benefit Rate, CBR)
kao zbir postignutih kompletnih remisija, parcijalnih remisija i stabilizacija bolesti u trajanju od
6 i viSe meseci (CR + PR + SD=6 meseci). Drugu grupu pacijenata Cine oni bez klini¢ke koristi,
odnosno oni kod kojih je registrovana progresija bolesti kao najbolji odgovor ili stabilizacija
bolesti u trajanju od manje od 6 meseci (PD + SD<6 meseci). Podaci o datumu smrti su dobijeni
iz medicinske dokumentacije pacijenata i evidencije Instituta za javno zdravlje Srbije.

Kriterijumi za ukljucenje u istrazivanje:

Osobe starije od 18 godina

Patohistoloski dokazan adenokarcinom pluca

Odsustvo mutacije gena za EGFR

Stadijum bolesti I1Ib ili [V (TNM verzija 7)

ECOG (European Cooperative Oncology Group) performans status (PS) 0, 1ili 2

Primenjena prva linije sistemske hemioterapije bazirane na platini, u trajanju od

najmanje 2 ciklusa

7. Dostupnost klinicko-patoloskih podataka: pol, starost, pusenje, ECOG PS, TNM status i
stadijum bolesti, vrsta i trajanje primarne hemioterapije, registrovana toksi¢nost

8. Adekvatna koli¢ina tumoskog tkiva za genske analize

oUW

3.2 Geneticke metode

Analiza povezanosti genetickih varijanti Arg399GIn gena XRCC1 (rs25487), G135C gena
RADS51 (rs1801320) i Arg72Pro gena TP53 (rs1042522) sa ishodnom hemioterapije izvedena
je na formalinom fiksiranim i parafinom ukalupljenim (Formalin-Fixed and Paraffin-Embedded,
FFPE) uzorcima karcinoma plu¢a dobijenim biopsijom, za koje je utvrdeno odsustvo mutacija u
genu EGFR. Sve laboratorijske analize su obavljene u Laboratoriji za molekularnu genetiku
Odeljenja za eksperimentalnu onkologiju Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije. Istrazivanje
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je sprovedeno uz saglasnost Etickog odbora Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije (odluka
br 5898/2-01 dana 17.12.2014.), i Etickog odbora Instituta za plu¢ne bolesti Vojvodine (odluka
br. XLVIII-2014/14 od 22.12.2014), postujuci pravila Helsinske deklaracije iz 1975. i njene
revizije iz 2000. godine. Pacijenti koji su bili Zivi u vreme sprovodjenja istraZivanja su potpisali
Pristanak informisanog pacijenta kojim su dali saglasnost za uc¢es¢e u istraZivanju.

3.2.1.1zolovanje DNK iz tumorskog tkiva i testiranje mutacija u genu EGFR

FFPE uzorci biopsija pacijenata su iskoriS¢eni za dobijanje 3-5 listi¢a debljine 5-10 um
pomocu mikrotoma (Leica Biosystems Nussloch GmbH) koji su ubaceni u ependorf tubicu. DNK
je izolovana pomocu Cobas® DNA Sample Preparation kita (Roche Molecular Diagnostics)
prema uputstvu proizvodaca, i koriS¢ena za rutinsku analizu mutacija u genu za epidermalni
faktor rasta (eng. Epidermal growth factor receptor, EGFR). Koli¢ina i kvalitet izolovane DNK
utvrdena je pomocu UV-VIS spektrofotometra (Shimadzu BioSpec-nano), iz 1 pL uzorka. Za
procenu kvaliteta koriSceni su odnosi A260/280 i A260/230, pri ¢emu su oCekivane vrednosti
Cistih DNK uzoraka oko 1,8 odnosno 2,0 - 2,2, respektivno. EGFR testiranje na prisustvo mutacija
u hot-spot regionima izvedeno je metodom kvantitativnog PCR u realnom vremenu (qRT-PCR)
koriS¢enjem kita Cobas® EGFR Mutation Test na aparatu Cobas® 4800 prema uputstvu
proizvodaca.

3.2.2. Analiza polimorfizama duZine restrikcionih fragmenata (Restriction Fragment
Length Polymorphisms, RFLP)

Ova metoda se zasniva na detekciji razlike u duZini PCR fragmenata koji nastaju nakon
ciljane restrikcione digestije polimorfnih mesta DNK koja se analiziraju. Nakon izolovanja DNK,
region od interesa koji sadrzi polimorfno mesto se umnozi specificno dizajniranim prajmerima
reakcijom lan¢ane polimeraze (Polymerase chain reaction, PCR). Zatim se PCR produkt iseca
odgovarajucom restrikcionom endonukleazom i produkti se elektroforetski razdvajaju da bi se
detektovali dobijeni fragmenti. Prisustvo mutacije u DNK moZe da ukine postojanje
restrikcionog mesta za koris¢eni enzim ili da stvori novo, pa se na osnovu broja i duzine
dobijenih fragmenata odreduje tip pocetnog uzorka. Primer RFLP analize je dat na Slici 7.

Restrikcioni enzim prepoznaje i seCe polimorfno restrikciono mesto samo na alelu A PCR
proizvod, pa se nakon digestije dobijaju dva fragmenta. Usled izmene sekvence, alel a nema
odgovarajuce mesto za dejstvo restrikcionog enzima, pa PCR proizvod ostaje neisecen.

polimorfno
restrikciono mesto Analiza kombinacije alela nakon RFLP
AA aa
Alel A Alel a
dva fragmenta jedan fragment
restrikciona
digestija Aa
dva fragmenta jedan fragment tri fragmenta

Slika 7. Shematski primer RFLP analize.
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Ranije uradenim sekvenciranjem potvrdeno je da fragmenti gena TP53, XRCC1 i RAD51
koji se dobijaju postupkom koji je detaljno opisan u nastavku odgovaraju predvidenim po
sekvenci.

3.2.3. Reakcija lancane polimeraze (Polymerase chain reaction, PCR)

Genomska DNK se umnoZava prajmerima za PCR koji se dizajniraju tako da PCR produkt
sadrZi polimorfno mesto koje se analizira, i obe varijante alela daju PCR produkt iste veliCine.
UspesSnost PCR reakcije za svaki uzorak (pacijenti i kontrole) proveravana je elektroforezom na
2% agaroznom gelu u sistemu za elektroforezu GNA 100 (Pharmacia Biotech, Sweden), uz
dodatak boje GelRed™ Nucleic Acid Stain (Biotium, CA, USA) u gel, u cilju vizuelizacije PCR
produkata na UV/VIS transiluminatoru MacroVue UV-25 (Hoefer, MA, USA). Velicina PCR
produkata je odredivana uporedivanjem sa markerom molekulskih masa Ready-to-use
Molecular Weight Marker O’Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder (Fermentas, MA USA) na svaki
gel.

Sekvence prajmera i PCR programi koriS¢eni za amplifikaciju regiona koji sadrze
analizirane polimorfizme prikazani su u Tabeli 7 a sastav PCR smesa u Tabeli 8.

Tabela 7. Sekvence koriséenih PCR prajmera i PCR programi.

dbSNP1
Geneticka identifikacioni  Sekvenca prajmera (5’-3’) PCR program
varijanta  broj

95°C 3 min
95°C 30s -----
TP53 rs1042522 f:ATCTACAGTCCCCCTTGCCG 582C 30s [35x
Arg72Pro r:GCAACTGACCGTGCAAGTCA 72°C 40s ------
72°C 10 min

94 °C 5 min

94 °C 60s ------
XRCC1 rs25487 f:CAAGTACAGCCAGGTCCTA 58°C 30s | 32
Arg399GIn r:CCTTCCCTCATCTGGAGTAC X

72°C 40s ------
72°C 7 min

94 °C 3 min
RAD51 rs1801320 f:GGGAACTGCAACTCATCTGG 94°C 60s ------
G135C r:GCGCTCCTCTCTCCAGCAG 54°C 30s | 35
X
722C 40s ------
72°C 7 min
1dbSNP - The Single Nucleotide Polymorphism database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/)

34


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/

Tabela 8. Sastav PCR reakcione smese.

Komponente Finalno Zapremina (pL)
Fermentas DreamTaq® PCR Master Mix 2x  1x 10

Forward prajmer 8pmol 1

Reverse prajmer 8pmol 1

DNK 300ng X1

voda 8-X

> 20

1Zapremina genomske DNK koja je potrebna za PCR reakciju odreduje se na osnovu izmerene koncentracije nakon
izolovanja DNK

Kvantifikacija dobijenih PCR produkata je izvedena pomocu fluorimetra Qubit® 3.0
Fluorometer i kita Qubit dsDNA BR Assay Kit (Thermo-Fisher Scientific, MA, USA).

3.2.4. Restrikciona digestija PCR produkata

Dobijeni PCR produkti se nakon kvantifikacije koriste kao supstrat za restrikcionu
digestiju restrikcionim endonukleazama koje katalizuju hidrolizu fosfodiestarskih veza unutar
molekula DNK. Svaki enzim specificno prepoznaje odredeni niz nukleotida (4-8 baznih parova),
vezuje se za njega i ciljano iseca molekul DNK.

Restrikciona digestija 296 bp dugackog PCR produkta gena TP53 koji sadrZzi polimorfno
mesto Arg72Pro izvrSena je pomocu enzima Bsh1236] (Fermentas, MA, USA). Restrikciona
digestija 268 bp dugackog PCR produkta gena XRCC1 koji sadrZi polimorfno mesto GIn399Arg
izvrSena je pomoc¢u Benl enzima (Fermentas, MA, USA). Restrikciona digestija PCR produkta
veli¢ine 157 bp gena RAD51 koji sadrzi polimorfno mesto G135C izvrSena je Mval enzimom
(Fermentas, MA, USA). Osobine enzima i sastav reakcione smeSe za restrikcionu digestiju date
suu Tabelama 91 10.

Restrikciona digestija je podrazumevala inkubaciju na 37°C tokom 15 minuta, pracenu
inaktivacijom enzima na 80°C tokom 20 minuta.

Tabela 9. Osobine koriS¢enih restrikcionih enzima.

Enzim Geneticka Sekvenca koju Temperaturni Duzina RFLP
varijanta enzim prepoznaje optimum fragmenata
TP53 o 3

Bsh12361 rs1042522 g(é}(élT%GCi 37°C 38 Ep
(Arg72Pro) p
XRCC1 . .

Benl rs25487 g%céssf&% 37°C 2;%
(Arg399Gln) p
RADS51 , ,

Mval rs1801320 32&?@@2 37°C 573? Ep
(G135C) P
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Tabela 10. Sastav smeSe za restrikcionu digestiju.

Komponente Finalno Zapremina (pL)
Fast Digest Green Buffer (Fermentas) 10x 2

Restrikcioni enzim 0,5

PCR produkt 200 ng X1

Voda (nuclease free) 27,5-X

Ukupno 30

1Zapremina PCR produkta koji je potreban za restrikcionu digestiju odreduje se na osnovu izmerene koncentracije
nakon PCR reakcije

3.2.5. Analiza produkata restrikcione digestije

Produkti restrikcione digestije analizirani su na aparatu Bioanalyzer 2100 (Agilent, CA,
USA), koji koristi platformu zasnovanu na mikrokapilarnoj elektroforetskoj celiji na ¢ipu za
odredivanje veli¢ine, koli¢ine i kvaliteta uzoraka DNK, RNK i proteina. TP53 wild type (wt) alel
(Arg) se digerira Bsh12361 enzimom dajuci produkte duZina 126 i 170 baznih parova, dok se
mutirani (Pro) alel ne digerira ovim enzimom, i na gelu daje samo jednu traku nedigeriranog
PCR proizvoda duZine 296 baznih parova. XRCC1 wild type (wt) alel (Arg) se digerira Bcnl
enzimom daju¢i produkte duZina 177 i 91 baznih parova, dok se mutirani (GIn) alel ne digerira
ovim enzimom, i na gelu daje samo jednu traku nedigeriranog PCR proizvoda duZine 268 baznih
parova. RAD51 wt alel (G) se digerira Mval enzimom dajuci produkte duZina 86 i 71 baznih
parova, dok se mutirani (C) alel ne digerira ovim enzimom, i na gelu daje samo jednu traku
nedigeriranog PCR proizvoda duzine 157 baznih parova. Genotipovi su odredivani
interpretacijom elektroforetskih rezultata prema Tabeli 11.

Tabela 11. Analiza genotipova polimorfnih varijanti nakon RFLP.

Geneticka Dominantni . Recesivni
. . Heterozigot .
varijanta homozigot homozigot
XRCC1 ArgArg ArgGln GInGln
(Arg399GiIn) 2 trake (177191bp) 3 trake (268,1771i91bp) 1 traka (268bp)
RAD51 GG GC CC
(G135(Q) 2 trake (861 71bp)  3trake (157,861 71bp) 1 traka (157bp)
ArgArg ArgPro
55372”0) 2 trake (170 i 3 trake (296, 170 i 126 lirt‘;glr{z (296bp)
& 126bp) bp) p
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3.3. Statisticke metode

Za analizu demografskih osobina, karakteristika pacijenata i osobenosti oboljenja
koriS¢ene su deskriptivne statisticke metode, a njihova distribucija izmedu grupa, kao i
znacajnost razlike osobenosti izmedu pojedinih grupa, su testirane pomocu Pearson-ovog x 2 -
testa sa Bonferroni-jevom korekcijom ili Fisher-ovim egzaktnim testom, Wilcoxon-Mann-
Whitney testom, Kruskal-Wallis testom. Razlike izmedu aritmetickih sredina kontinuiranih
podataka su testirane t testom, ANOVA-om ili ekvivalentom u slucaju odstupanja od normalne
raspodele. Vezani uzorci su kontrolisani t-testom za vezane uzorke, u slucaju kontinuiranih
obeleZja posmatranja, a u suprotnom Wilcoxon ili McNemar testom. Saglasnost kontinuiranih
podataka sa normalnom raspodelom je testirana pomoc¢u Kolmogorov-Smirnov i Shapiro-Wilk
testa, a u zavisnosti od toga po potrebi je ucinjena i logaritamska transformacija obeleZja
posmatranja. Logisticka regresija je kori§¢ena za izra¢unavanje odds ratio (OR) i 95% intervala
pouzdanosti (confidence interval, CI), za identifikaciju faktora od znacaja na ishod, a za
utvrdivanje statisticke znacajnosti pojedinih faktora u modelu kori$cen je Likelihood Ratio test
i Wald-ov test. Pomoc¢u Kaplan-Meier kriva su odredene medijane preZivljavanja, sa 95% CI, na
osnovu Cega su dobijene vrednosti za preZivljavanje bez progresije (Progression free survival,
PFS) i ukupno prezivljavanje (Overall survival, OS). Stratifikovane analize su izvedene medu
odabranim podgrupama prema polu, godinama u trenutku obolevanja i kako i drugima
parametrima same bolesti. Za ispitivanje znacajnosti razlike je koriS¢en Log rank i/ili Breslow
test. Cox regresiona analiza je koriS¢ena za dobijanje hazard ratio (HR), ukoliko je prezivljavanje
izmedu pojedinih grupa statisticki razli¢ito. Za analizu genskih i alelskih frekvencija su
koriS¢ene deskriptivne statisticke metode, a njihova distribucija izmedu grupa je testirana
pomocu Pearson-ovog x2-testa sa Bonferroni-jevom korekcijom ili Fisher-ovim egzaktnim
testom. Hardi-Vajnbergova ravnoteza je ispitivana pomocu x2 testa.

Statisticka obrada je uradena pomocu programa SPSS (IBM-SPSS program ver. 21) i
Rcmdr (R Commander, V2.6-1, GLP). Dijagrami i slike su dodatno obradivane pomoc¢u programa
Adobe Photoshop CC 2015 (Adobe Systems Incorporated, CA, USA) i Excel 2016 (v16.0;
Microsoft corp, CA, USA).
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4. REZULTATI

Od ukupno 121 ispitanika ukljucenih u ovo ispitivanje, 79 (65.3%) su bili muskog, a 42
zenskog pola (34.7%), sa medijanom starosti u trenutku postavljanja dijagnoze od 61 godinu
(opseg 37 do 84). Vecina ispitanika su bili puSaci (ili bivsi puSaci koji su prestali da pusSe pre
manje od 30 godina), njih 81.8%, dok je nepusSaca bilo 18.2% Sto odgovara realnoj situaciji
medu obolelima od karcinoma pluca u Srbiji. Srednja vrednost indeksa paklo-godine iznosila je
42.5. Najveci broj ispitanika je procenjen kao dobrog opsteg stanja, ECOG PS1 (94.2%), dok je
2.5% bilo ECOG PSO0, odnosno 3.3% (4 ispitanika) je bilo nesto loSijeg stanja, ECOG PS2. U Tabeli
12 su prikazane demografske karakteristike ispitanika.

Tabela 12. Opste karakteristike ispitanika, N-121.

POL N (%)

Muski 79 (65.3)

Zenski 42 (34.7)

STAROST Medijana (opseg)
61 (37-84)

ECOG PS N (%)

0 3(2.5)

1 114 (94.2)

2 4 (3.3)

PUSACKI STATUS N (%)

Nepusac/prestao pre > 30 godina 22 (18.2)

Pusac/prestao pre < 30 godina 99 (81.8)

PCKY Medijana (opseg)
42.5 (2-165)

ECOG PS - The Eastern Cooperative Oncology Group performance status; PCKY - packyears, indeks paklo-godine

Vecina ispitanika, 81.8%, su u trenutku ukljuc¢ivanja u ovo istraZivanje, bili u stadijumu
IV, odnosno metastatskoj bolesti, a 18.2% je bilo u stadijumu IlIb, dakle bez udaljenih
metastaza. Detaljne karakteristike tumora prema TNM?7 klasifikaciji, su prikazane u Tabeli 13.
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Tabela 13. Karakteristike tumora po TNM?7 Klasifikaciji.

T deskriptor N (%)
TO 0

T1la 6 (5.0)
T1b 4 (3.3)
T2a 16 (13.2)
T2b 19 (15.7)
T3 28 (23.1)
T4 45 (37.2)
Tx 3(2.5)

N deskriptor

NO 19 (15.7)
N1 13 (10.7)
N2 31 (25.6)
N3 52 (43.0)
Nx 6 (5.0)

M

MO 3(2.5)
M1la 114 (94.2)
M1b 4(3.3)
Klinicki stadijum

IIb 22 (18.2)
IV 99 (81.8)

Tumori svih ukljucenih ispitanika su testirani i nisu detektovane aktiviraju¢e mutacije u
genu EGFR. Shodno preporukama za leCenje odmaklog adenokarcinoma pluca i indikacijama
Republickog Fonda za zdravstveno osiguranje Srbije koje su bile aktuelne u trenutku pocetka
leCenja, svi ispitanici su u prvoj liniji leCeni primenom sistemske hemioterapije bazirane na
platini, odnosno platinskim dubletom. Primenjeno je maksimalno 6 terapijskih ciklusa, takode
shodno svetskim preporukama.

Vrsta hemioterapijskog protokola, platinskog derivata i broj primenjenih ciklusa su
prikazani u Tabeli 14.

39



Tabela 14. Vrsta hemioterapijskog protokola i broj ciklusa.

HEMIOTERAPIJSKI PROTOKOL N (%)
Gemcitabin-cisplatin (GP) 90 (74.4)
Gemcitabin-karboplatin (GC) 11 (9.1)
Etoposid-cisplatin (EP) 11 (9.1)
Taxol-karboplatin (TC) 7 (5.8)
Vinorelbin-cisplatin 1(0.8)
Vinorelbin-karboplatin 1(0.8)
PLATINSKI DERIVAT
Cisplatin 101 (83.5)
Karboplatin 20 (16.5)
Broj primenjenih ciklusa HT Medijana (opseg)
4 (1-6)

4.1. Rezultati analize distribucije genotipova i frekvencije alela

Na slici 8 je prikazan elektroferogram dobijen na aparatu Bioanalyzer 2100 PCR
produkata analiziranih polimorfnih varijanti i odgovarajuc¢ih proizvoda restrikcione digestije.

a) b) c)
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Slika 8. PCR i RFLP rezultati analiziranih polimorfnih varijanti. a) TP53 Arg72Pro; kolona 1: PCR
produkt 296 bp; kolona 2: Arg/Arg; kolona 3: Arg/Pro; kolona 4: Pro/Pro. b) XRCC1 Arg399GlIn; kolona
1: produkt PCR 268bp; kolona 2: Arg/Arg, kolona 3: Arg/Gln, kolona 4: Gln/GlIn. c) RAD51 G135C;
kolona 1: PCR produkt 157 bp; kolona 2: G/G, kolona 3: G/C, kolona 4: C/C (c). L - Marker molekulskih
duzina High-sensitivity DNA ladder. Gornji marker od 1500 bp i donji od 15 bp su prisutni u svakoj
koloni.

Analiza zastupljenosti genotipova proucavane polimorfne varijante gena XRCC1, RAD51
i TP53 data je u Tabeli 15. Rezultate analize polimorfizama gena XRCC1 prikazujemo za 103
pacijenta, gena RAD51 za 109, a gena TP53 za 106, kod kojih je ova analiza bila uspesna.
Distribucija analiziranih genotipova nije odstupala od Hardi-Vajnbergove ravnoteZe (p>0.05).
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Tabela 15. Zastupljenost alela i genotipova ispitivanih polimorfnih varijanti gena XRCC1, RAD51 i

TP53.
Genotip N (%) Alel frekvencij Hardy-Weinberg p
a ekvilibrijum vrednost
x?Z test1
TP53 Arg72Pro 0.0002 0.988
ArgArg 34 (28) Arg 0.57
ArgPro 52(43) Pro 0.43
ProPro 20 (17)
NA 15(12)
XRCC1Arg399GIn 0.3715 0.542
ArgArg 58 (46) Arg 0.75
ArgGln 37 (31) Gln 0.25
GInGln 8 (7)
NA 18(15)
RAD51 G135C 0.2246 0.636
GG 77 (64) Arg 0.84
GC 30(25) Pro 0.16
CC 20(16)
NA 12 (12)

4.2. Efikasnost primenjene hemioterapije

Za procenu efekta primenjene terapije koriS¢ene su dijagnosticke metode koje su
koriS¢ene za postavljanje dijagnoze i inicijalno odredivanje stadijuma bolesti i merljivih,
odnosno nemereljivih lezija. Naj¢eS¢e koriS¢ene metode su bile CT grudnog kosa i abdomena,
CT ili MR endokranijuma. Dijagnostika je sprovodena u odredenim vremenskim intervalima,
najcesce nakon 2 ili 3 ciklusa hemioterapije. Procena je vrSena shodno RECIST1.1 kriterijumima
(93) i ovde je prikazana u smislu postignute kompletne remisije (CR), parcijalne regresije (PR),
stabilne bolesti (SD) ili progresije bolesti (PD). Parcijalna regresija je detektovana kod 23
(19.0%) pacijenata, stabilna bolest kod 62 (51.2%), dok je progresiju bolesti na prvoj kontroli
imalo 25 (20.7%) pacijenata. Nijedan od pracenih ispitanika nije imao kompletnu remisiju kao
najbolji odgovor. U ovoj grupi, 11 pacijenata je umrlo pre prve procene efikasnosti terapije, Sto
se posredno takode smatra brzom progresijom bolesti. Kod pacijenata kod kojih je registrovana
progresija bolesti na prvoj kontroli, ona se manifestovala skoro jednako i porastom postojec¢ih
lezija, kao i pojavom novih. Sekundarna hemioterapija je primenjena kod svega 27.3%
pacijenata nakon progresije bolesti.

EPR mMSD ®PD ®bez procene

Slika 9. Najbolji efekat primenjene hemioterapije (%).
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Sto se ti¢e postignute znacajne klini¢ke Kkoristi (CBR), ona je registrovana kod 64,
odnosno 52.9% ispitanika, a nije je bilo kod preostalih 57 (47.1%) ispitanika. Statisticki
znacajna razlika nije pokazana u postignutoj CBR u odnosu na pol, godine, pusacki status, T, N,
M deskriptore, stadijum bolesti i vrstu primenjene HT. Registrovana je statisticki znacajna
razlika u odnosu na ECOG PS, najmanji benefit su ostvarili pacijenti loSijeg opSteg stanja,
odnosno PS2 (Pearson x2 p-0.049). Takode je registrovana statistic¢ki znacajna razlika u odnosu
na primenjeni platinski derivat: 57.4% pacijenata koji su primali cisplatin je ostvarilo CBR, a
svega 30% pacijenata koji su primali karboplatin (Pearson x2 p-0.025).

4.2.1. Vreme do progresije bolesti (PFS)

U ispitivanoj grupi medijana vremena do progresije bolesti (mPFS) je bila 5.65 meseci
(4.76-6.54, C1 95%) (grafikon 1).
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Grafikon 1. Vreme do progresije bolesti (PFS) u celoj grupi.

Nije bilo statisticki znacajne razlike u mPFS izmedu muskog i Zenskog pola (mPFS 5.32
vs 5.65 meseci, p-0.603), u odnosu na pusacki status (mPFS 5.52 vs 5.88 meseci, p-0.868) , TiN
deskriptore, kao ni u odnosu na stadijum bolesti (lokalno odmakla bolesti, stadijum IIIb u
odnosu na metastatsku bolest, stadijum IV), $to je prikazano na grafikonu 2.
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Grafikon 2. Razlika u mPFS u odnosu na a) pol, b) pusacki status, ¢) T deskriptor, d) N deskriptor, e) M
deskriptor.

Detektovana je statisticki znacajna razlika u medijani PFSa u odnosu na ECOG
performans status, odnosno stanje pacijenta, pri cemu je najkraca mPFS kod pacijenata sa ECOG
PS2, 10.02 prema 5.55 prema 2.63 meseci (PSO prema PS1, prema PS2, p-0.04), Sto odgovara
literaturnim podacima, jer performans status pacijenta predstavlja nezavisan prognosticki
faktor prezivljavanja (grafikon 3)
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Grafikon 3. PFS u odnosu na ECOG PS.

U odnosu na vrstu primenjenog hemioterapijskog protokola, nije detektovana statisticki
znacajna razlika u medijani PFSa, kao ni u odnosu na vrstu platinskog derivata (cisplatin prema
karboplatin, mPFS 5.95 prema 3.78 meseci, p-0.59).
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Grafikon 4. Vreme do progresije bolesti u odnosu na a) vrstu hemioterapijskog protokola i b) platinski
derivat.
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4.2.2. Ukupno prezivljavanje (0S)

Medijana ukupnog preZzivljavanja (mOS) u celoj ispitivanoj grupi je bila 10.05 meseci
(8.15-11.96, CI 95%). U trenutku analize dva pacijenta su i dalje bila Ziva.
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Grafikon 5. Ukupno preZivljavanje u celoj grupi.

Nije bilo statisticki znacajne razlike u mOS izmedu muskog i Zenskog pola (mPFS 9.95 vs
10.61 meseci, p-0.366), u odnosu na pusacki status (pusac vs nepusac 10.21 vs 7.49 meseci, p-
0.542), T i N deskriptore, stadijum bolesti (lokalno odmakla bolesti, stadijum IIIb u odnosu na
metastatsku bolest, stadijum IV), kao ni ECOG performans status (grafikon 6).
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Grafikon 6. Razlika u OS u odnosu na a) pol, b) pusacki status, c) T deskriptor, d) N deskriptor, e) M
deskriptor, f) ECOG PS.

Takode nije registrovana statisticki znacajna razlika u mOS u odnosu na vrstu
hemioterapijskog protokola i vrstu platinskog derivata koji je primenjen (cisplatin prema
karboplatin, mOS 10.05 prema 9.95 meseci, p-0.65).
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Grafikon 7. OS u odnosu na a) platinski derivat i b) vrstu hemioterapijskog protokola.

4.3. Toksi¢nost primenjene HT

Procena ispoljenih neZeljenih efekata hemioterapije je vrSena nakon svakog
primenjenog ciklusa. Toksi¢nost bilo kog gradusa je tokom leCenja registrovana kod 63,
odnosno 52.1% ispitanika, a toksi¢nost visokog gradusa, ovde definisano kao gradus 3 i viSe, je
zabeZena kod 46, odnosno 38% ispitanika. Kod dva ispitanika je ispoljena toksi¢nost dovela do
smrtnog ishoda, u oba slucaja se radilo o neutropeniji gr.4 sa febrilnim stanjem i sepsom.

Toksicnosti koje su pracene u ovom radu su detektovane u slede¢em rasporedu:
leukopenija kod 37 (30.6%) ispitanika, neutropenija kod 40 (33.1%), trombocitopenija kod 22
(18.2%), anemija kod 44 (36.4%), dijareja kod 15 (12.4%), mucnina kod 33 (27.3%),
povracanje kod 11 (9.1%), neuropatija kod 16 (13.2%), porast kreatinina, odnosno
nefrotoksicnost kod 15 (12.4%) i porast transaminaza, odnosno hepatotoksi¢nost kod 3
ispitanika (2.5%), Sto je prikazano na slici 10.
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Slika 10. Ispoljena toksi¢nost u celoj grupi.
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U grupi pacijenata koji su ispoljili toksi¢nost visokog gradusa, to su bile: leukopenija kod
10, neutropenija kod 18, trombocitopenija i anemija kod po 8 ispitanika, neuropatija gr.3 kod
jednog i nefrotoksi¢nost kod 2 ispitanika.

Na slikama 11 i 12 je prikazan broj pacijenata i gradusi pojedinacnih toksi¢nosti
pracenih u ovom radu:
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Slika 11. Hematolos$ka toksi¢nost u celoj grupi, broj pacijenata i gradusi.
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Slika 12. Nehematolo$ka toksi¢nost u celoj grupi, broj pacijenata i gradusi.

ViSe od jedne vrste toksi¢nosti su zabeleZene kod 53 ispitanika, i to: kod 16 pacijenata 2
vrste, kod 7 3 vrste, kod 10 pacijenata 4 vrste toksi¢nosti, 5 vrsta toksi¢nosti kod 4 pacijenta, 6
vrsti kod 3, 7 vrsti kod 5 a jedan pacijent je tokom svog leCenja imao c¢ak 8 razlic¢itih vrsti
toksiCnosti, Sto je prikazano na slici 13.
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Slika 13. Broj pacijenata sa viSe toksi¢nosti.

Kod samo 3 pacijenta je ispoljena toksi¢nost zahtevala redukciju doze lekova. Nije bilo
potrebe za prekidom primene terapije usled toksi¢nosti. Hematoloska toksi¢nost se najcesSce
javljala nakon drugog i trec¢eg ciklusa HT, a nehematoloska ranije, nakon prvog ciklusa, osim
neuropatije koja se najcesSce javljala nakon 3 do 4 ciklusa HT.

4.4. Povezanost prezivljavanja i ispoljene toksi¢nosti

Nije registrovana statisticki znacajna razlika u mPFS izmedu pacijenata kod kojih je
ispoljena toksi¢nost hemioterapije bez obzira na gradus, mPFS 6.14 (5.07-7.22 CI 95%) prema
5.06 (2.85-7.26, CI 95%) meseci, p-0.102. Medutim, postoji statisticki znacajna razlika u mPFS
izmedu pacijenata kod kojih je registrovana toksi¢nost visokog gradusa (gradus 3 i viSe) i onih
kod kojih je toksi¢nost bila niZeg gradusa, mPFS 7.29 meseci (5.31-9.28, CI 95%), prema 5.06
meseci (4.08-6.04, C1 95%), log-rank p-0.012 (grafikon 8).
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Grafikon 8. PFS u odnosu na ispoljenu toksicnost, a) u celini i b) u odnosu na gradus.

Takode je registrovana visoko statisticki znacajna razlika u mPFS u odnosu na broj
razlic¢itih vrsta toksi¢nosti, odnosno pacijenti kod kojih je registrovano 2 i viSe razlicitih
toksi¢nosti su imali duze vreme do progresije bolesti, mPFS 7.59 meseci (5.43-9.75, CI 95%)
prema 4.47 meseci (2.81-6.13 CI 95%) kod pacijenata kod kojih je ispoljena samo jedna vrsta
toksic¢nosti ili nisu imali toksi¢nosti, log-rank p-0.004. (Grafikon 9)
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Grafikon 9. PFS u odnosu na broj ispoljenih toksi¢nosti, manje od 2 vs 2 i viSe.

Statisticki znacajna razlika u mPFS je videna i u odnosu na broj razli€itih toksi¢nosti koje
su se javile, odnosno Sto viSe razlicitih toksi¢nosti, to je mPFS duza (od 3.61 meseci do 8.61),
log-rank p-0.014 (Grafikon 10).
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Grafikon 10. PFS u odnosu na broj razlicitih toksi¢nosti

Sto se ti¢e ukupnog preZivljavanja, detektovana je visoko statisti¢ki znacajna razlika u
medijani ukupnog preZivljavanja. Pacijenti kod kojih je ispoljena toksi¢nost HT su imali
statisticki znacajno duze ukupno prezivljavanje u odnosu na one kod kojih nije ispoljena
toksi¢nost, mOS 13.63 prema 6.44 meseci, log rank p-0.032, Breslow p-0.001. Za razliku od PFS,
u ovoj analizi nije registrovana statisticki znacajna razlika u mOS u odnosu na pojavu toksi¢nosti
visokog gradusa, mOS 15.24 meseci (13.07-17.42 CI 95%) kod pacijenata kod kojih je ispoljena
toksi¢nost visokog gradusa prema 9.99 meseci (7.90-12.08, CI 95%) kod onih bez visoke
toksi¢nsoti, log-rank p-0.082 (grafikon 11).
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Grafikon 11. OS u odnosu na ispoljenu toksi¢nost, a) u celini i b) u odnosu na gradus.

Statisticki znacajna razlika je videna i u odnosu na broj ispoljenih toksi¢nosti. Kod
pacijenata koji su imali 2 i viSe razlicitih toksi¢nosti, mOS je bila 15.67 meseci (13.55-17.79, CI
95%) prema 8.57 meseci (6.22-10.93, CI 95%) kod pacijenata bez ili sa jednom ispoljenom
toksicnosti, log-rank 0.032. Kao i kod vremena do progresije, ova razlika je jos$ izraZenija Sto je
viSe toksi¢nosti prisutno i dostigla je visoku statisticku znacajnost sa log-rank p-0.001. mOs se
kretala od 7.72 meseci (4.26-11.18, CI 95%) do 18.17 meseci (8.28-28.01, CI 95%), Sto je
prikazano na grafikonu 12.
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Grafikon 12. OS u odnosu na broj ispoljenih toksi¢nosti, a) manje od 2 vs 2 i viSe; b) u odnosu na broj.

4.5. Analiza asocijacije polimorfnih varijanti gena XRCC1, RAD51 i TP53 sa
prezivljavanjem i efikasnoS¢u primenjene terapije

4.5.1. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399Gln gena XRCC1 sa
preZzivljavanjem

Analiza asocijacije ispitivanih genotipova pojedinacno (Arg/Arg vs Arg/Gln vs Gln/Gln)
nije pokazala statisticki znacajnu razliku u medijani PFS, 6.14 prema 4.86 prema 5.32 meseci,
log rank p-0.46. Sto se ti¢e medijane ukupnog preZivljavanja, postoji trend ka statistickoj
znacajnosti u korist duzZeg ukupnog prezivljavanja nosioca Arg/Arg genotipa, mOS 16.89 prema
11.62 prema 11.03 meseci, Breslow p-0.033, medutim ova razlika se nije pokazala statisticki
znacajnom koriSéenjem log-rank testa (p-0.184).

Tabela 16. mPFS i mOS u odnosu na pojedinacne genotipove XRCC1.

mPFS meseci mOS meseci
(95% CI) (95% CI)
6.14 16.89
Arg/Arg (4.60-7.68) (10.47-14.96)
4.86 11.62
Arg/Gln (1.81-7.92) (3.37-10.10)
5.32 11.03
Gln/Gln (2.68-7.96) (5.22-8.77)
Log-rank 0.463 0.184
Breslow 0.295 0.033
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Eventualni znacaj uocenih potencijalnih razlika je dalje ispitivan primenjujudi
dominantni i recesivni model nasledivanja, a rezultati su prikazani u Tabeli 17.

Tabela 17. Uticaj geneticke varijante Arg399Gln gena XRCC1 na PFSi OS u dominantnom i recesivnom

modelu.
p vrednost p
Gen Model asociiaciie mPFS, meseci (Log Rank mOS, meseci vrednost
jach (95% CI) g (95% CI) (Log Rank
test)
test)
Dominantni
model 6.14 (4.60-7.68) 15.01(13.13-16.89)
ArgArg vs. 0.397 0.009
ArgGln+ GInGIn 5.16 (2'48'7'84) 8.58 (6.24-10.91)
XRCC1
Recesivni model
ArgArg + ArgGln vs. 5.88 (4.81-6.95) 12.65(9.17-16.13)
0.262 0.158
GInGln 5.32 (2.68-7.96) 8.57 (6.12-11.03)

Kada se primeni dominantni model nasledivanja (Arg/Arg vs Arg/Gln + Gln/Gln), nema
statisticki znacajne razlike u medijani PFS 6.14 prema 5.16 meseci (p-0.397). Medutim,
primenom istog modela, pokazana je statisticki visoko znacajna razlika u medijani ukupnog
preZivljavanja, Arg/Arg mOS 15.01 naspram Arg/Gln + GIn/Gln mOS 8.57 meseci, p-0.009.
Primenom recesivnog modela nasledivanja nije uocena statisticki znacajna razlika u medijani
PFS niti OS. Ovi rezultati ukazuju na to da nosioci Arg alela samo u homozigotnom obliku imaju
statisticki znacajno duZe preZivljavanje, odnosno da nosioci Arg/Arg genotipa imaju vecu
verovatnocu za kasnijom pojavom progresije bolesti. Dakle, kod nosilaca Arg/Arg genotipa
moZe se ocCekivati da ukupno preZivljavanje od dijagnoze bude duZe u odnosu na nosioce Gln
alela u bilo kom obliku (Arg/Gln ili GIn/GIn), grafikon 13.
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Grafikon 13. Uticaj geneticke varijante Arg399GIn gena XRCC1 na PFS i OS koriS¢enjem a)
dominantnog i b) recesivnog modela nasledivanja.

4.5.2. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante G135C gena RAD51 (rs1801320)
sa preZivljavanjem

U celoj grupi medijana PFSa je iznosila 5.88 meseci. Nije uoCena statisti¢ki znacajna

razlika u mPFS izmedu pojedinacnih genotipova, G/G prema G/C prema C/C (5.91 prema 4.47
prema 7.85 meseci).

U celoj grupi medijana ukupnog prezivljavanja je iznosila 11.30 meseci. Nije

registrovana statosticki znacajna razlika u mOS izmedu pojedina¢nih genotipova, log-rank p-
0.497, Breslow 0.839.
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Tabela 18. mPFS i mOS u odnosu na pojedinacne genotipove RAD51.

mPFS, meseci mOS, meseci
(95% CI) (95% CI)
5.91 11.01
G/G(77) (4.72-7.11) (8.09-13.93)
447 10.58
G/C(30) (1.47-7.47) (6.35-14.81)
C/C (2) 7.85 12.09
Log-rank 0.770 0.497
Breslow 0.238 0.839

Koris¢enjem dominantog i recesivnog modela nasledivanja, nije detektovana statisticki
znacajna razlika u medijani PFS i OS, odnosno prisustvo odredenih alela gena RAD51 ispitivane
polimorfne varijante ne utiCe na preZivljavanje pacijenata u ovoj grupi. Ovi rezultati su
prikazani u tabeli 19 i grafikonu 14.

Tabela 19. Uticaj geneticke varijante G135C gena RAD51 na PFS i OS u dominantnom i recesivnom

modelu.
. p vrednost . p vrednost
Gen Model asocijacije mlzgg,o;ngls)ea (Log Rank m:)gsé ;/n e(;')ea (Log Rank
0 test) 0 test)
Dominantni 11.01 (8.09-
del 13.92)
mo 5.91 (4.72-7.11) 0.941 0.242
GG vs. 12.09 (7.95-
GC+CC 5.06 (2.14-7.97) 16.23)
RAD51
Recesivni model 11.01 (8.55-
GG + GCvs. 5.65 (4.77-6.53) 0.503 13.46) 0.927
CcC
7.85 (-) 12.09 ()
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Grafikon 14. Uticaj geneticke varijante G135C gena RAD51 na PFS i OS u dominantnom (a,b) i
recesivnom modelu nasledivanja (c,d).

4.5.3. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 i
prezivljavanja

U celoj grupi medijana PFSa je iznosila 5.95 meseci. Nije uocena statisticki znacajna

razlika u mPFS izmedu pojedinac¢nih genotipova, Arg/Arg prema Arg/Pro prema Pro/Pro (5.65
prema 6.01 prema 5.88 meseci, log-rank p-0.972).
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Tabela 20. mPFS i mOS u odnosu na pojedinac¢ne genotipove TP53.

mPFS (C195%)  moOS (CI 95%)
5.65 13.21

Arg/Arg (3.74-7.57) (9.67-16.45)
6.01 10.02

Arg/Pro (4.69-7.33) (7.16-12.88)
5.88 11.01

Pro/Pro (0.00-12.36) (6.33-15.69)

Log-rank 0.972 0.417

Breslow 0.856 0.503

U celoj grupi medijana ukupnog prezivljavanja je iznosila 12.09 meseci. Nije
registrovana statisticki znacajna razlika u mOS izmedu pojedinac¢nih genotipova, log-rank p-
0.417, Breslow 0.503 (tabela 20 i grafikon 15).
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Grafikon 15. PFS i OS u odnosu na pojedinacne genotipove TP53.

Mogu¢énost pojave razlike u prezivljavanju je dalje ispitivana primenom dominantnog i
recesivnog modela nasledivanja. Nije detektovana statisticki znacajna razlika u mPFS i mOS u
odnosu na polimorfne varijante ovog gena ni koriS¢enjem ove metode (tabela 21, grafikon 16).
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Tabela 21. Uticaj geneticke varijante Arg72Pro gena TP53 na PFS i OS u dominantnom i recesivnom

modelu.
. P vrednost P vrednost
. mPFS, meseci mOS, months
Gen Association model (95% CI) (Log Rank (95% CI) (Log Rank
0 test) 0 test)
Dominantni model 13.20 (10.00-
ArgArg vs. 5.65 (3.74-7.57) 0.831 16.45) 0.288
ArgPro + ProPro 6.01 (4.71-7.31) 10.68 (8.08-13.27)
TP53
Recesivni model
ArgArg + ArgProvs. 5 g5 (4.86.7.03) 0.909 12.09 (9.31-14.87) 0.754
ProPro 5.88 (0-12.36) 11.01 (6.33-15.69)
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Grafikon 16. Uticaj geneticke varijante Arg53Pro gena TP53 na PFS i OS u dominantnom (a,b) i
recesivnom modelu nasledivanja (c,d).
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4.5.4. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399GIn gena XRCC1 sa
efikasnos$¢u hemioterapije

Ucinjena je analiza asocijacije polimorfizma Arg399Gln gena XRCC1 sa najboljim
postignutim terapijskim odgovorom (CR, PR, SD ili PD). Kori§¢enjem dominantnog i recesivnog
modela naledivanja nije detektovana statisticki znacjna razlika izmedu nosilaca razlic¢itih
varijanti (Pearson x2 p-0.321 u dominantnom i p-0.740 u recesivnom modelu.).

Nije registrovana statisticki znacajna razlika u registrovanoj CBR izmedu nosilaca
pojedinacnih genotipova (Pearson x? p-0.125). Statisticki znacajna razlika nije detektovana ni
koriS¢enjem dominantnog (Pearson 2 p-0.119) ni recesivnog modela nasledivanja (Pearson x?
p-0.752).

Sto se ti¢e duZe trajanja postignutog terapijskog efekta (6 i viSe u odnosu na manje od 6
meseci) nije postignuta statisticki znacajna razlika izmedu nosilaca pojedina¢nih genotipova
(Pearson 2 p-0.175). kao ni koriS¢enjem dominantnog (Pearson x2 p-0.175). i recesivnog
modela nasledivanja (Pearson x2 p-0.886).

4.5.5. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante G135C gena RAD51 sa
efikasnos$¢u hemioterapije

Ucinjena je analiza asocijacije geneticke varijante G135C gena RAD51 sa najboljim
postignutim terapijskim odgovorom (CR, PR, SD ili PD). Analizom uticaja pojedinalnih
genotipova (GG vs GC vs CC), a zatim i koriS¢enjem dominantnog (GG vs GG + CC) i recesivnog
(GG + GC vs CC) modela nasledivanja nije detektovana statisticki znacajna razlika (Pearson y>2
p-0.451 u dominantnom i p-0.457 u recesivnom modelu.).

Nije registrovana statisticki znacajna razlika u registrovanoj CBR izmedu nosilaca
pojedinac¢nih genotipova (Pearson x2 p-0.096). Statisticki znacajna razlika nije detektovana ni
koriS¢enjem dominantnog (Pearson x2 p-0.161) ni recesivnog modela nasledivanja (Pearson x?
p-0.189).

[spituju¢i asocijaciju ove polimorfne varijante sa duZinom trajanja postignutog
terapijskog efekta (6 i viSe u odnosu na manje od 6 meseci) nije postignuta statisticki znacajna
razlika izmedu nosilaca pojedina¢nih genotipova (Pearson x? p-0.237). kao ni koriS¢enjem
dominantnog (Pearson x2 p-0.422). i recesivnog modela nasledivanja (Pearson x? p-0.128).

4.5.6. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 sa
efikasnos¢u hemioterapije

Ucinjena je analiza asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro genaTP53 sa najboljim
postignutim terapijskim odgovorom (CR, PR, SD ili PD). Analizom uticaja pojedinalnih
genotipova (Arg/Arg vs Arg/Pro vs Pro/Pro), a zatim i koriS¢enjem dominantnog (Arg/Arg vs
Arg/Pro + Pro/Pro) i recesivnog (Arg/ARg + Arg/Pro vs Pro/Pro) modela nasledivanja nije
detektovana statisticki znacajna razlika (Pearson X2 p-0.830 u dominantnom i p-0.779 u
recesivnom modelu.).

Nije registrovana statisticki znacajna razlika u registrovanoj CBR izmedu nosilaca
pojedinac¢nih genotipova (Pearson x? p-0.096). Statisticki znacajna razlika nije detektovana ni
koriS¢enjem dominantnog (Pearson x2 p-0.161) ni recesivnog modela nasledivanja (Pearson x?
p-0.189).
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[spitujuéi asocijaciju ove polimorfne varijante sa duZinom trajanja postignutog
terapijskog efekta (6 i viSe u odnosu na manje od 6 meseci) nije postignuta statisticki znacajna
razlika izmedu nosilaca pojedinacnih genotipova (Pearson X2 p-0.907). kao ni koris¢enjem
dominantnog (Pearson 2 p-0.598) i recesivnog modela nasledivanja (Pearson x2 p-0.418).

4.6. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399GIn gena XRCC(1 i ispoljene
toksicnosti hemioterapije

[spitana je povezanost ovog polimorfne varijante gena XRCC1 sa ispoljenom toksi¢no$¢u
primenjene HT kako ukupno, tako i pojedinacnih toksi¢nosti, uzimaju¢i u obzir i gradus
toksi¢nosti. Ispitan je uticaj genotipova pojedinacno, a zatim koriS¢enjem dominantog i
recesivnog modela asocijacije.

Tabela 22. Uticaj pojedinacnih genotipova na ispoljenu toksi¢nost ukupno i visokog gradusa.

. o . Toksi¢nost Bez toksicnosti
Ispoljena Bez toksicnosti visokog gradusa visokog gradusa
i¢ 0, 0,
toksi¢nost (N, %) (N, %) (N, %) (N, %)
Arg/Arg 33 (32.4) 25 (24.5) 17 (16.5) 41 (39.8)
Arg/Gln 18 (17.6) 18 (17.6) 9(8.7) 28(27.2)
GIn/GIn 3(29) 5 (4.9) 3(2.9) 5(4.9)
2
Pearson X | 0730 0.722
test

Nije registrovana statisticki znacajna razlika u pojavi toksi¢nosti bilo kog gradusa u
odnosu na pojedinacni genotip (Pearson x2p-0.642), kao ni koriS¢enjem dominantnog (Pearson
x%p-0.730) i recesivnog (Pearson x2 p-0.653) modela asocijacije (Tabela 23).

U odnosu na toksi¢nost visokog gradusa takode nije videna statisticki znacajna razlika
ni pojedinacno ni koriS¢enjem dominantnog i recesivnog modela asocijacije, odnosno ispitivana
polimorfna varijanta gena XRCC1 nema uticaj na pojavu toksi¢nosti visokog gradusa (=3)
(Tabele 22 i 23).

Tabela 23. Uticaj polimorfne varijante Arg399GIn gena XRCC1 na ispoljenu toksi¢nost hemioterapije,
dominantni i recesivni model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Model Ispoljena Bez Tox visokog B.e z tox
Gen e oy .y . p visokog p
asocijacije toksi¢nost  toksicnosti gradusa
gradusa
Dominantni 17 (16.5)
model 33(32.4) 25(24.5) 0642 Vs 41 (39.8)
Arg/Ar vs VS Vs 12 (11.7) Vs 0.767
5 1g n/cle 23(22.5) 21 (20.6) ' 33 (32.0)
XRCC1 Arg/Gln + Gln/GIn
Recesivni model 51 (50.0) vs 43 (42.2) vs 3 26 (25.2) 69 (67.0)
Arg/Arg *54.9) (2.9) 0653 S Vs 0.541
Arg/Gln Vs ' ' ' 3(29) 5(4.9) '
Gln/GIn

U odnosu na pojavu vise od jedne razlicite vrste toksi¢nosti kod istog pacijenta, analizom uticaja
ispitivanog polimorfizama gena XRCC1 nije detektovana statisticki znacajna razlika ni u odnosu na
pojedinacni genotip, ni primenom dominantnog i recesivnog modela, iako se uvidom u podatke stice
utisak da se viSe toksi¢nosti javljalo kod pacijenata koji su nosioci Arg alela, tabela 24.
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Tabela 24. Uticaj polimorfne varijante Arg399GIn gena XRCC1 na broj razliCitih toksi¢nosti,
pojedinacnih genotipova i koriS¢enjem dominantnog i recesivnhog modela nasledivanja.

Broj pacijenata (%)

Dominantni .
model Recesivni model
Arg/Arg Arg/GIn GIn/GIn Arg/Arg + Arg/Gln
Arg/Arg VS vsGIn /GIn
Arg/GIn + Gln/GIn
Bez ili jedna 3: (30.1) 56 (54.4)
vrsta tox 31(30.1) 25 (24.3) 6 (5.8) 31(30.1) Vs
' 6 (5.8)
ViSe od jedne | 27 (26.2) 27(26.2) 39(37.9)
o (48.5) 12 (11.7) 2(1.9) Vs Vs
' 14 (13.6) 2(1.9)
. 0.263 0.112 0.373
Pearson x

Zatim su ucinjene analize asocijacije ispitivane polimorfne varijante gena XRCCI i
ispoljenih razlic¢itih toksi¢nosti pojedinacno. Za svaku toksi¢nost je ispitan uticaj genotipova
pojedinacno i koriS¢enjem dominantnog i recesivnog modela. Najpre je ispitana asocijacija sa
svakim gradusom toksi¢nosti pojedinacno, a zatim u odnosu na pojavu toksi¢nosti visokog

gradusa (gradus 3 i viSe).

4.6.1. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399Gln gena XRCC1 sa

pojavom leukopenije

Pad broja leukocita, leukopenija, je ukupno registrovana kod 34 pacijenta, dok njih 69
nije ispoljilo ovu vrstu toksi¢nosti. U Tabeli 25 je prikazan broj pacijenata nosilaca pojedinih
genotipova kod kojih je registrovana leukopenija, kao i raspodela po gradusima. Nije
registrovana statisticki znacajna razlika u pojavi leukopenije uopste, niti pojedinacno gradusa

leukopenije u odnosu sa genotipove, Pearson x2 p-0.744.

Tabela 25. Uticaj pojedinac¢nih genotipova na pojavu leukopenije.

Broj pacijenata (%)

:Zﬂf(g:‘;fﬁia i‘;zkopemie Gr.1 Gr.2 Gr3  Gra Gr.5
Arg/Arg | 22 (21.4) 36 (35.0) 9(8.7) 5(4.9) 5(49) 3(29) 0
Arg/Gln | 10 (9.7) 27 (26.2) 6 (5.8) 3(29) 1(10) o0 0
Gln/GIn | 2(2.0) 6 (5.8) 1(1.0) 0 1(10) o0 0
;f;t"er:to“ 0.744

Detaljnija analiza je sprovedena koriS¢enjem dominantnog i recesivnog modela nasledivanja.
Ni na taj nacin nije videna statisticki znacajna razlika u pojavi leukopenije uopsSte, niti u pojavi
pojedinac¢nih gradusa, Pearson % u dominantom moledu p-456, a u recesivnom p-0.831 (tabela

26).
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Tabela 26. Uticaj polimorfne varijante Arg399Gln gena XRCC1 na ispoljenu leukopeniju, dominantni i
recesivni model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Model Ispoljena Bez Gr.5
Gen T leukopenij leukopenij Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr.4
a e
Dominantnt 22(214)  36(350) . B7) 5 49 5 (49 329
Arg/Ar vs VS Vs 7 (6.8) Vs Vs 'S OvsO
Arg Gl §+ Ginjcln 120117) 33 (32.0) : 3(29) 2(19) 0
XRCC1 Recesivni model
Arg/Arg . 63(612) 15 878) 6 (38 3 (59
Vs Vs OvsO
Arg/Gln Vs Vs (14.6) vs 0 1(1.0) Vs
Gln/Gln 6(5.8) 1(1.0) ' 0
Pearson ¥2 b vrednost Dominantni model 0.456
X°p Recesivni model 0.831

U ovoj grupi pacijenata nije detektovana statisticki znacajna razlika u pojavi leukopenije
visokog gradusa izmedu genotipova pojedinacno (Pearson x2? 0.197), niti koriS¢enjem
dominantnog (Pearson x20.112) i recesivnog modela nasledivanja (Pearson x20.781).

Tabela 27. Uticaj polimorfne varijante Arg399GIn gena XRCC1 na pojavu leukopenije visokog gradusa,
pojedinacni genotipovi i koriS¢enjem dominantnog i recesivnog modela asocijacije.

Broj pacijenata (%)
ll:::)r:;:;antnl Recesivni model
Arg/Arg Arg/Gln GIn/GIn Arg/Arg + Arg/Gln
Arg/Arg VS vsGln/GIn
Arg/GIn + Gln/GIn
Leukopenija 35(7'8) 9 (8.7)
gr23 8(7.8) 1(1.0) 1(1.0) 2 (1.9) Vs
' 1(1.0)
Bez 50 (48.5) 86 (83.5)
leukopenije 50 (48.5) 36 (35.0) 7 (6.8) Vs Vs
gr 23 43 (41.7) 9(8.7)
5 0.197 0.112 0.781
Pearson x

4.6.2. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399Gln gena XRCC1 sa
pojavom neutropenije

Neutropenija bilo kog gradusa je registrovana kod 35 (34%) pacijenata. Raspodela broja
pacijenata kod kojih je registrovana neutropenija po gradusima i u odnosu na genotip je
prikazana u tabeli 28. U odnosu na pojedinacne genotipove, nema statisticki znacajne razlike u
pojavi pojedinacnih gradusa neutropenije (Pearson x2 p-0.953).

63



Tabela 28. Uticaj pojedinac¢nih genotipova na pojavu neutropenije.

Broj pacijenata (%)

:fé)l;)tlll:ggznija Ezlzltropeniie G (s Erd . Gr.5
Arg/Arg | 22 (24.6) 36 (35.3) 7 (6.9) 3(2.9) 5(4.9) 5(4.9) 2(1.94)
Arg/Gln | 11 (123) 26 (25.5) 5 (4.9) 1(1.0) 4(39) 1(1.0) 0
Gln/Gln | 2 (1.94) 6 (5.9) 1(1.0) 0 1(10) o0 0
)lzze:::n 0.953

Koris¢enjem dominantog i recesivnog modela nasledivanja takode nije pokazana
statisticki znacajna razlika u pojavi pojedina¢nih gradusa neutropenije, Pearson x2? u
dominantom modelu p-606, a u recesivnom p-0.955 (tabela 29).

Tabela 29. Uticaj polimorfne varijante Arg399GIn gena XRCC1 na ispoljenu neutropeniju, dominantni i
recesivni model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Model Ispoljena Bez Gr.5
Gen G e neutropenij neutropenij Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr.4
asocijacije a e
Dominantni 7 (6.9) 2
model 22 (21.3) 36 (35.3) s 3 (29 5 (49 5149 (1.94)
Arg/Arg vs o Vs 6 (5.9) Vs Vs vs Vs
Arg/Gln + GIn/Gln 13 (12.6) 32 (31.4) 1(1.0) 549 1(1.0) 0
2
XRCC1 Recesivni model 439 9 (88) (1.94)
Arg/Arg + 33(32.0) 62 (60.8) 12(11.8 s ’ vs ’ 6 (5.9)
Arg/Gln VS Vs Vs ) vs 0 1(1.0) Vs
Gln/Gln 8(7.77) 6 (5.9) 1(1.0) ’ 0 0
Pearson ¥2 b vrednost Dominantni model 0.606
X°p Recesivni model 0.955

Sto se ti¢e ispoljene neutropenije visokog gradusa nema statisti¢ki znacajne razlike
izmedu nosilaca pojedinacnih genotipova (Pearson x2 0.723) niti koriS¢enjem dominantnog
(Pearson x20.422) i recesivnog modela nasledivanja (Pearson x2 0.742).
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Tabela 30. Uticaj polimorfne varijante Arg399Gln gena XRCC1 na pojavu neutropenije visokog
gradusa, pojedinac¢ni genotipovi i koriS¢enjem dominantnog i recesivnog modela asocijacije.

Broj pacijenata (%)
rl:l(::;:llantm Recesivni model
Arg/Arg Arg/GIn GIn/GIn Arg/Arg + Arg/Gln
Arg/Arg VS vsGIn /GIn
Arg/GIn + Gln/GIn
Neutropenija ‘173 (10.8) 16 (15.7)
gr23 11 (10.8) 5(4.9) 1(1.0) 6 (5.9) Vs
' 1(1.0)
Bez 46 (45.1) 78 (76.5)
neutropenije | 46 (45.1) 32 (31.4) 7 (6.8) Vs Vs
gr23 39 (38.2) 7 (6.9)
. 0.723 0.422 0.742
Pearson x

4.6.3. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399Gln gena XRCC1 sa
pojavom anemije

Anemija kao toksi¢nost primenjene terapije je registrovana kod 38 (36.9%) pacijenata,
a kod svega 8 visokog gradusa (3 i viSe). U odnosu na pojedinacne ispitivane genotipove nije
registrovana statisticki znacCajna razlika u pojavi pojedina¢nih gradusa anemije (Tabela 31).

Tabela 31. Uticaj pojedinacnih genotipova na pojavu anemije.

Broj pacijenata (%)

;?e"lgieiga Bezanemije  Gr.1 Gr.2 Gr.3 Grd Gr.5
Arg/Arg | 25 (24.3) 33 (32.4) 4(3.9) 15(147) 4(39) 2(20) ©
Arg/Gln | 10 (9.7) 27 (26.5) 3(2.9) 5(4.9) 2(20) © 0
GIn/Gln | 3(2.9) 4(3.9) 1(1.0) 2(2.0) 0 0 0
e[ 000

U daljoj analizi kori$¢en je dominantni i recesivni model nasledivanja (tabela 32). Nije
registrovana statisticki znacajna razlika u pojavi pojedina¢nih gradusa anemije u dominantnom
modelu nasledivanja (Pearson x2 p-0.509). U recesivnom modelu nasledivanja detektuje se
statisticki znacajna razlika u pojavi pojedinacnih gradusa anemije (Pearson x? p-p-0.025), Sto bi
ukazivalo na to da su nosioci GIn alela XRCC1 gena u homozigotnom obliku Gln/GIn podloZniji
razvoju anemije.
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Tabela 32. Uticaj polimorfne varijante Arg399GIn gena XRCC1 na ispoljenu anemiju, dominantni i
recesivni model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Gen Mod.e.l . Ispolj ena Bez anemije  Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr.4 oES
asocijacije anemija
Dominantni 24 (233) 33 (32.4) * 39 5014 4 39) 101.0)
model Vs
Arg/Arg vs VS Vs 4(3.9) 7vs Vs 'S 0
Arg/Gln+ Gln/Gln 18 (17:5) 31 (30.4) 7(69) 7(69) 0
XRCC1 Recesivni model 20(19. 6
Arg/Arg + 33(32.0) 60 (58.8) 7 (69) 6 (598) 1 (10)
Arg/Gln Vs Vs Vs Vs Vs Vs Vs
Gln/GIn 8 (7.77) 4(3.9) 1(1.0) 2(20) 0 0
Pearson ¥2 b vrednost Dominantni model 0.509
X°p Recesivni model 0.025

Kao Sto je ve¢ navedeno, anemija visokog gradusa je registrovana kod svega 8 pacijenata
u ovoj grupi. Obzirom na tako male brojeve ucinjene analize nisu mogle detektovati eventualne
razlike u pojavi ove toksi¢nosti kako u odnosu na pojedinacne genotipove, ali je razlika
detekovana koriS¢enjem recesivnog modela nasledivanja.

4.6.4. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399Gln gena XRCC1 sa
pojavom trombocitopenije

Trombocitopenija je registrovana u malom broju pacijenata, njih 19 (18.4%) i to
uglavnom gradusa 11 2. Nije detektovana statisticki znacajna razlika u pojavi trombocitopenije
u odnosu na pojedinacne genotipove, Pearson x2 p-0.755 (Tabela 33).

Tabela 33. Uticaj pojedinacnih genotipova na pojavu trombocitopenije.

Broj pacijenata (%)

i:l;zgae:cailtopenija g‘i)zmbocitopenije Gr.1 Gr.2 () 7 G
Arg/Arg | 12 (11.6) 45 (44.1) 5(4.9) 4(3.9) 1(10) 2(20) 0
Arg/Gln | 6 (5.8) 31 (30.4) 1(1.0) 1(1.0) 1(10) 3(29) 0
Gln/Gln | 1(1.0) 7 (6.9) 0 0 0 1(10) o0
;f::t"“ 0.755

Numericki se vidi razlika u pojavi toksi¢nosti u odnosu na prisustvo Arg alela, odnosno
kod tih pacijenata se ¢eSc¢e javlja visoki gradus trombocitopenije. KoriS¢enjem dominantnog i
recesivnog modela nasledivanja nije utvrdena statisticki znacajna razlika u pojavi pojedinacnih
gradusa trombocitopenije, Pearson x? u dominantom modelu p-0.358, a u recesivnhom p-0.774
(tabela 34).
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Tabela 34. Uticaj polimorfne varijante Arg399Gln gena XRCC1 na pojavu trombocitopenije,
dominantni i recesivni model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Model Ispoljena Bez Gr.5
Gen asociiaciie trombocitop trombocitop Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr.4
Jach) enija enije
Dominantnt 12 (11.6) 45 (44.1) ‘575 (49 4 39) 1 (1.0) 2(20)
Vs Vs Vs Vs 'S 0
gg%‘f 8 Glnyan 7 (68) 38 (37.3) LA 110) 1000 439
XRCC1 Recesivni model
Arg/Arg + 18(17.5) 76 (74.5) 6 o9 (A9 220 g5 (49
Arg/Gl Vs Vs 0
g n \'A) \'A) \'A} Vs 0 0 \'AS)
Gln/Gln 1(1.0) 7 (6.9) 0 1(1.0)
Dominantni model 0.358
2
Pearson x?p vrednost Recesivni model 0.774

Kao i u pojave anemije, i trombocitoenija visokog gradusa se javila kod malog broja
pacijenata, njih 8. [ako je numericki vidljiv trend ceSc¢e pojave trombocitopenije kod nosilaca
Arg alela, statistiCke analize nisu detektovale znacajnu razliku ni u odnosu na pojedinac¢ne
genotipove, ni u dominantnom i recesivnom modelu nasledivanja.

4.6.5. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399Gin gena XRCC1 sa
pojavom dijareje

U ovoj grupi pacijenata, dijareja je registrovana kod svega 11 pacijenata, i to kod svih u
gradusu 1 i 2. Pojedinac¢ni podaci pokazuju da se dijareja javljala jedino kod nosilaca Arg alela
kako u homozigotnom, tako i u heterozigotnom obliku. Medutim, statisticki znacajna razlika u
pojavi dijareje medu pojedinacnim genotipovima nije registrovana (Pearson yx? p-0.458, tabela
35), kao ni koris¢enjem dominantnog (Pearson X2 p-0.355) i recesivnog modela nasledivanja
(Pearson x2p-0.588, Tabela 36).

Tabela 35. Uticaj pojedinac¢nih genotipova na pojavu dijareje.

Broj pacijenata (%)

Ispoljena Bez dijareje  Gr.1 Gr.2 Gr3  Grd Gr.5
dijareja
Arg/Arg | 6(5.8) 51 (50.0) 4(3.9) 2(2.0) 0 0 0
Arg/Gln | 5(4.8) 31 (30.4) 5(4.9) 0 0 0 0
GIn/GIn | 0 7 (6.9) 0 0 0 0 0
;ff::t"“ 0.458
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Tabela 36. Uticaj polimorfne varijante Arg399Gln gena XRCC1 na pojavu dijareje, dominantni i
recesivni model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Gen Model Ispoljena Bez dijareje  Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr.4 oES
asocijacije dijareja
Dominantni 6 (5.8) 51 (50.5) 4 (3.9) 2 (20)
model Vs Vs vs Vs 0 0 0
Arg/Arg Vs 5(4.9)
Arg/Gln + Gln/GIn > (49) 39 (38.6) 0
XRCC1 Recesivni model 2(2.0)
Arg/Arg + 11(10.7) 82 (81.2) 9 (89 ’
Vs 0 0
Arg/Gln Vs Vs Vs Vs 0 0
Gln/Gln 0 8(7.9) 0
Pearson ¥2 b vrednost Dominantni model 0.355
X°p Recesivni model 0.588

4.6.6. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399Gin gena XRCC1 sa
pojavom nauzeje (mucnine)

U ispitivanoj grupi pacijenata, mucnina se javila kod njih 27 (26.2%). Nije bilo muc¢nine
visokog gradusa, odnosno svi pacijenti su imali mucninu gradusa 1 ili 2. Nije registrovana
statisticki znacajna razlika u pojavi mucnine u odnosu na pojedinacne genotipove (Pearson 2
p-0.727, Tabela 37).

Tabela 37. Uticaj pojedinac¢nih genotipova na pojavu mucnine.

Broj pacijenata (%)

Ispoljena Bez muénine  Gr.1 Gr.2 Gr3  Gra Gr.5
mucnina
Arg/Arg | 16 (15.5) 41 (40.6) 11(109) 5(0) 0 0 0
Arg/Gln | 9(8.7) 27 (26.7) 8(7.9) 1(1.0) 0 0 0
GIn/Gln | 2(2.0) 6 (5.9) 2(2.0) 0 0 0 0
;Ze::to o727

KoriS¢enjem dominantnog i recesivnog modela nasledivanja, takode nije registrovana
statisticki znacajna razlika izmedu nosilaca pojedinacnih alela, Pearson x? u dominantom
modelu p-0.379, a u recesivnom p-0.743 (tabela 38).
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Tabela 38. Uticaj polimorfne varijante Arg399GIn gena XRCC1 na pojavu mucnine, dominantni i
recesivni model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Gen Model Ispoljena  Bez 6ri  Gr2  Gr3  Gr4  O°
asocijacije mucnina mucnine
Dominantni 11(10.
16 (15.5) 41 (40.6) 9vs 5 (49)
model
Arg/Arg Vs 'S Vs 10 Vs 0 0 0
Arg/Gln + Gln/Gln 11 (10.9) 33(32.7) (9.9) 1(1.0)
XRCC1 Recesivni model 6 (5.9)
Arg/Arg + 25(24.3) 68 (67.3) 19(18.8 '
Vs 0 0
Arg/Gln Vs VS 'S )vs 0 0
Gln/GIn 8(7.8) 6 (5.9) 2 (2.0)
Pearson ¥2 b vrednost Dominantni model 0.379
X°p Recesivni model 0.743

4.6.7. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399Gln gena XRCC1 sa

pojavom povracanja (emeze)

Povracanje (emeza) je registrovano kod samo 7 pacijenata, kod svih gradusa 11i 2, Sto
ukazuje da je primenjena adekvatna antiemeti¢ka premedikacija. Numericki se vidi da se emeza
nije javila ni kod jednog pacijenta sa homozigotnim GIn/GIn genotipom, odnosno moglo bi se
reci da prisustvo Arg alela uti¢e na pojavu emeze. Medutim, radi se o malim brojevima te svi
rezultati moraju biti uzeti sa tom ogradom. Nije detektovana statistic¢ki znacajna razlika u pojavi
emeze u odnosu na pojedinacne genotipove (Pearson 2 p-0.721), kao ni u odnosu na
pojedinacni alel, kada je ucinjena analiza koriS¢enjem dominantnog (Pearson x2 p-0.437) i

recesivnog (Pearson x? p-0.721) modela.

Rezultati su prikazani u Tabelama 39 i 40.

Tabela 39. Uticaj pojedina¢nih genotipova na pojavu emeze.

Broj pacijenata (%)

Ispoljena Bez emeze Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr4 Gr.5
emeza
Arg/Arg | 5(4.9) 51 (51.0) 3(2.9) 2(2.0) 0 0 0
Arg/Gln | 2(2.0) 34 (34.0) 2(2.0) 0 0 0 0
Gln/GlIn | 0 8(7.9) 0 0 0 0 0
;f;‘::t"“ 0.721
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Tabela 40. Uticaj polimorfne varijante Arg399GIn gena XRCC1 na pojavu emeze, dominantni i recesivni

model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Gen Mod.e.l .. gl ien Bez emeze Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr.4 s
asocijacije emeza
Dominantni 5 (4.9) 51 (51.0) 3 (29 2 (20)
model 'S Vs vs Vs 0 0 0
Arg/Arg Vs 2(2.0)
Arg/Gln + Gln/GIn 2 (20) 42 (408) 0
XRCC1 Recesivni model 2(2.0)
Arg/Arg + 7(6.8) 85 (82.5) 5 49 ’
Vs 0 0
Arg/Gln Vs Vs Vs Vs 0 0
Gln/GIn 0 8(7.8) 0
Pearson ¥2 b vrednost Dominantni model 0.437
X°p Recesivni model 0.721

4.6.8. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399Gln gena XRCC1 sa

pojavom neuropatije

Kao jedna od mogucih toksi¢nosti primenjene hemioterapije karcinoma pluca javlja se i
neuropatija, u ovom slucaju najcesc¢e kao senzorna periferne neuropatija (SPN), i to najcesce
prilikom primene cisplatine i paklitaksela. U ovoj grupi ispitanika SPN je registrovana kod 10
pacijenata (9.7%). Na osnovu analize uticaja pojedinacnih genotipova na pojavu SPN, videna je
statisticki znacajna razlika (Pearson x2 p-0.034, tabela 41).

Tabela 41. Uticaj pojedina¢nih genotipova na pojavu neuropatije.

Broj pacijenata (%)

Ispoljena SPN  Bez SPN Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr4 Gr.5
Arg/Arg | 5(4.9) 50 (48.5) 3(2.9) 2(2.0) 0 0 0
Arg/Gln | 3(2.9) 33 (33.0) 2(2.0) 1(1.0) 0 0 0
Gln/GIn | 2 (2.0) 6 (5.9) 0 1(1.0) 1(10) o0 0
Pearson
X test 0.034

Obzirom da se radi o malim brojevima, ova razlika je dalje ispitana primenom
dominantnog i recesivnog modela asocijacije (Tabela 42).
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Tabela 42. Uticaj polimorfne varijante Arg399Gln gena XRCC1 na pojavu trombocitopenije,
dominantni i recesivni model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Gen Model Ispoljena g, snp Gr1  Gr2  Gr3  Gr4  O°S
asocijacije SNP
Dominantni 5 (4.9) 50 (48.5) 3 (29) 2 (20) 0
model Vs Vs vs A% %A 0 0
Arg/Arg Vs 2(2.0)
Arg/Gln + Gln/GIn 5 (4.9) 39 (379) 29 109

XRCC1 Recesivni model 3(29) 0
Arg/Arg + 8(89) 83(838) 5 (49 7 g 0
Arg/Gln vs Vs vs vs 1(1.0) 1(1.0) 0
Gln/Gln 2 (2.0) 6 (6.1) 0 ' '

Pearson v2 b vrednost Dominantni model 0.716

earson x“p vrednos Recesivni model 0.004

Registrovana je statisticki visoko znacajna razlika primenom recesivnog modela
(Pearson y2? p-0.004), Sto ukazuje da su nosioci Arg alela u bilo kom obliku, homo- ili
heterozigotnom, podloZniji razvoju neuropatije bilo kog gradusa.

4.6.9. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399Gln gena XRCC1 sa
pojavom porasta kreatinina (nefrotoksicnosti)

Porast vrednosti kreatinina kao znak bubreZne (nefro) toksi¢nosti primenjene HT je
registrovana kod 14 pacijenata (13.6%). Nema statisticki znacajne razlike u pojavi
nefrotoksinosti u odnosu na pojedinacni genotip (Pearson x2p-0.911, tablea 43).

Tabela 43. Uticaj pojedinac¢nih genotipova na pojavu nefrotoksi¢nosti.

Broj pacijenata (%)

Ispoljena Bez

nefrotoksi¢nost nefrotoksi¢nosti Gr.1 Gr.2 G e Gr.5
Arg/Arg | 9(8.9) 48 (47.1) 5(4.9) 2(2.0) 2200 0 0
Arg/Gln | 4(3.9) 33 (32.4) 3(29) 1(1.0) 0 0 0
Gln/GlIn | 1(1.0) 7 (6.9) 1(1.0) 0 0 0 0
Pearson
1 test 0911

Analizom razlika koriS¢enjem dominantnog i recesivnog modela nasledivanja takode
nije videna statistic¢ki znacajna razlika u pojavi ove vrste toksi¢nosti Pearson x? u dominantom
modelu p-0.618, a u recesivnom p-0.906 (tabela 44). Samo 2 pacijenta su doZivela pojavu
nefortoksicnosti gradusa 3, oba su bili nosioci Arg/Arg genotipa, ali se obzirom na jako mali broj
pacijenata, ne moZe govoriti o eventualnoj povezanosti pojave ove toksi¢nosti sa Arg alelom.
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Tabela 44. Uticaj polimorfne varijante Arg399GIn gena XRCC1 na pojavu nefrotoksi¢nosti, dominantni
i recesivni model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Gen Model Ispol!'e.n f E:ezatinina ' Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr.4 o
asocijacije kreatinina : : . s
Dominantni 9.(8.79) 48 (47.1) 5 (49 2 (20) 2(20)
model Vs Vs Vs s s 0 0
Arg/Arg Vs 4(3.9)
Arg/Gln+ Gln/Gln > (+9) 40 (39.2) 1(1.0) 0

XRCC1 Recesivni model
Arg/Arg +o13(126) 81794 8 (9 L9 2B0) i
Arg/Gln Vs VS Vs Vs 0 v 0
GIn/Gln 1(1.0) 7 (6.9) 1(.0)

Pearson y2 rednost Dominantni model 0.618

earson x” p vrednos Recesivni model 0.906

4.6.10. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg399Gln gena XRCC1 sa
pojavom porasta transaminaza (hepatotoksi¢nosti)

Porast transaminasa je registrovana samo kod jednog od ispitana 103 pacijenta, u
niskom gradusu, gr.1, tako da se ne moZe komentarisati povezanost pojave ove vrste toksi¢nosti
sa odredenim polimorfnim varijantama XRCC1 gena.

4.7. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante G135C gena RAD51 (rs1801320) i
ispoljene toksi¢nosti hemioterapije

[spitana je povezanost polimorfne varijante G135C gena RAD51 sa ispoljenom
toksi¢noS¢u primenjene HT kako ukupno, tako i pojedinac¢nih toksi¢nosti, uzimajuc¢i u obzir i
gradus toksi¢nosti. Ispitan je uticaj polimorfnih varijanti pojedinacno, a zatim koriS¢enjem
dominantog i recesivnog modela nasledivanja (Tabele 45 i 46).

Tabela 45. Uticaj pojedinac¢nih genotipova na pojavu toksicnosti, uopste i visokog gradusa.

Broj pacijenata (%)
Ispoljena oy . Toksicnost Bez toksicnosti
S Bez toksi¢nosti . .

toksicnost visokog gradusa  visokog gradusa
G/G 38 (35.2) 38 (35.2) 18 (16.5) 59 (54.1)
G/C 14 (13.0) 16 (14.8) 7(64) 23(21.1)
c/C 1(0.9) 1(0.9) 0 2(1.8)

2

Pearson X* | 0953 0.738
test
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gradusa, dominantni i recesivni model asocijacije.

Tabela 46. Uticaj polimorfne varijante G135C gena RAD51 na pojavu toksi¢nosti, uopste i visokog

Broj pacijenata (%)

Model Ispoljena Bez Tox visokog B.e z tox
Gen o A - . p visokog p
asocijacije toksi¢nost  toksicnosti gradusa
gradusa
fq’]‘;’ggl’“"‘"’ 38(352)vs 38 (352) vs 0767 18(165)vs 59 (541)vs (g
RADS1 G/G vs G/C+ C/C 17 (15.7) 15 (13.9) 7 (6.4) 25 (22.9)
Recesivni model 54 (50.0) vs 52(48.1)vs1 25(22.9) vs 82 (75.2) vs
1(0.9) (0.9) 0979 0 2(1.9) 0.436

G/G+G/Cvs C/C

Nije registrovana statisticki znacajna razlika u pojavi toksi¢nosti bilo kog gradusa u
odnosu na pojedinacni genotip (Pearson x? p-0.953), kao ni kori§¢enjem dominantnog (Pearson
x2p-0.767) i recesivnog (Pearson x2 p-0.979) modela nasledivanja. Sto se ti¢e pojave toksi¢nosti
visokog gradusa, uvidom u pojedinacne podatke stice se utisak da se ovaj nivo toksi¢nosti ceSc¢e
javljao kod pacijenata koji su nosioci G alela (nijedan paijent sa C/C genotipom nije imao visoku

toksi¢nost), ali ovako videne rezalike nisu potvrdene ucinjenim statistickim analizama.

U odnosu na pojavu viSe od jedne razliCite vrste toksicnosti kod istog pacijenta, nije
detektovana statisticki znacajna razlika ni u odnosu na pojedinacni genotip, ni primenom

dominantnog i recesivnog modela asocijacije (Tabela 47).

Tabela 47. Uticaj polimorfne varijante G135C gena RAD51 na pojavu viSe razlicitih toksi¢nosti.

Broj pacijenata (%)

Dominantni Recesivni model
G/G G/C c/C model G/G + G/Cvs C/C
G/GvsG/C+C/C
Bez ili jedna 35 (41.3) 67 (61.5)
vrsta tox 45 (41.3) 22 (20.2) 1(0.9) 23 (21.1) Vs
' 1(0.9)
oy . 32 (29.4) 40 (36.7)
“,’;Z‘Ee"t‘; )’(ed“e 32(294) 8(7.3) 1(0.9) vs vs
9(8.3) 1(0.9)
. 0.337 0.187 0.715
Pearson x

Takode su ucinjene i analize asocijacije polimorfne varijante G135C gena RAD51 i
ispoljenih razlic¢itih vrsta toksicnosti pojedinacno. Za svaku toksi¢nost je ispitan uticaj
genotipova pojedinacno i koriS¢enjem dominantnog i recesivnog modela. Najpre je ispitana
asocijacija sa svakim gradusom toksi¢nosti pojedinacno, a zatim u odnosu na pojavu toksi¢nosti

visokog gradusa (gradus 3 i viSe). Rezultati su prikazani u odeljcima koji slede.
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4.7.1. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante G135C gena RAD51 sa pojavom
leukopenije

Pad broja leukocita, leukopenija, je ukupno registrovana kod 32 (29.4%) pacijenta, dok
njih 77 nije ispoljilo ovu vrstu toksi¢nosti. U tabeli 48 je prikazan broj pacijenata nosilaca
pojedinih genotipova kod kojih je registrovana leukopenija, kao i raspodela po gradusima. Nije
registrovana statisticki znacajna razlika u pojavi leukopenije uopste, niti pojedinacno gradusa
leukopenije u odnosu sa genotipove, Pearson x? p-0.505. U ovoj grupi pacijenata, njih 6 je
ispoljilo leukopeniju visokog gradusa.

Tabela 48. Uticaj pojedinac¢nih genotipova na pojavu leukopenije.

Broj pacijenata (%)

Ispoljena Bez 61 Gr.2 Gr3  Gr4  Gr5
leukopenija leukopenije
G/G 21 (19.3) 56 (51.4) 10(9.2) 6(5.5) 3(28) 2(28) 0
G/C 10 (9.2) 20 (18.3) 7 (6.4) 2(1.8) 1009) 0 0
c/C 1(0.9) 1(0.9) 0 1(0.9) 0 0 0
Pearson
2 tost 0.505

Detaljnija analiza je sprovedena koriS¢enjem dominantnog i recesivnog modela
nasledivanja. Ni na taj naCin nije videna statistic¢ki znacajna razlika u pojavi leukopenije uopste,
niti u pojavi pojedinac¢nih gradusa (Pearson x2u dominantom moledu p-456, a u recesivnom p-
0.831), iako numericki deluje da se leukopenija veoma retko javlja kod homozigotnih nosilaca
recesivnog alela (CC). Radi se medutim o malom broju pacijenata koji imaju takav genotip
(svega 3) tako da statisticke analize ne mogu adekvatno obraditi tako male brojeve (Tabela 49).

Tabela 49. Uticaj polimorfne varijante G135C gena RAD51 na pojavu leukopenije, dominantni i
recesivni model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Model Ispoljena Bez Gr.5
Gen o e leukopenij leukopenij Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr.4

asocijacije a e

Dominantni 21(19.3) 56 (51.4) ‘1]2 (9:2) 6 (55) 3 (28) 2(1.8)

model Vs Vs Vs Vs Vs OvsO

7 (6.84)

G/GvsG/C+C/C  11(10.1) 21(19.3) 3(28) 1(09) 0

RAD51
Recesivni model 31 (28.4) 76 (69.7) 17 35(7.3) 35 (37) 2 (1.0 0vs0
G/G+G/CvsC/C Vs Vs (16.6) vs 1(0.9) 0 Vs
1(0.9) 1(0.9) 0 : 0
Pearson ¥2 b vrednost Dominantni model 0.691
x°p Recesivni model 0.303

[spitan je i uticaj ove varijante na pojavu leukopenije visokih gradusa, koja je
registrovana kod svega 6 pacijenata. Iako je jasno da se u ovoj grupi pacijenata leukopenija
gradusa 3 viSe javila isklju¢ivo kod nosilaca G alela, statisticke analize nisu ukazale na
znacajnost ovog opaZzanja (Tabela 50).
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Tabela 50. Uticaj polimorfne varijante G135C gena RAD51 na pojavu leukopenije u odnosu na gradus.

Broj pacijenata (%)
Dominantni Recesivni model
G/G G/C c/C model G/G +G/Cvs C/C
G/GvsG/C+C/C
Leukopenija 35(4'6) 6 (5.5)
gr 23 5 (4.6) 1(0.9) 0 1(0.9) gs
Bez 72 (66.1) 101 (92.7)
leukopenije 72 (66.1) 29 (26.6) 2(1.8) Vs Vs
gr 23 31 (28.4) 2 (1.8)
5 0.766 0.483 0.730
Pearson x

4.7.2. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante G135C gena RAD51 sa pojavom
neutropenije

Neutropenija je registrovana kod 36 (33%) od ukupno 109 pacijenata, od toga kod njih
15 13.4%) visokog gradusa, kod 2 pacijenta registrovan je smrtni ishod (gr.5) kao posledica
toksicnosti, kod oba pacijenta se radilo o pojavi febrilnog stanja i sepse. U tabeli XXXX prikaza
je raspodela zabeleZene neutropenije u odnosu na gradus i genotip RAD51 gena. Nije
registrovana statisticki znacCajna razlika u pojavu neutropenije u odnosu na pojedinalne
genotipove, iako postoji tren ka znacajnosti (Pearson yx? p-0.060) u smislu ceSée pojave
neutropenije kod nosilaca G alela.

Tabela 51. Uticaj pojedinacnih genotipova na pojavu neutropenije.

Broj pacijenata (%)

Ispoljena Bez

toksi¢nost toksicnosti Gr.1 Gr.2 e B Gins
G/G 22 (20.2) 55 (50.9) 7 (6.5) 2(1.9 7(65) 4(3.7) 2(19)
G/C 12 (11.0) 18 (16.7) 7 (6.5) 2(1.9) 2(19) 109 o0
c/C 2 (1.9) 0 1(0.9) 1(0.9) 0 0 0
Pearson
X2 test 0.060

Potencijalne razlike su dalje ispitivane koriS¢enjem dominantnog i recesivnog modela
nasledivanja (Tabela 52). KoriS¢enjem dominantnog modela nije videna statistcki znacajna
razlika u pojavi neutropenije bilo kog gradusa. Medutim, u recesivnom modelu je videna
statisiticki znacajna razlika u pojavi neutropenije. Ovaj rezultat ukazuje da su nosioci
recesivnog alela u homozigotnom obliku manje podlozni razvoju neutropenije bilo kog gradusa,
odnosno kod njih ¢e se neutropenija statisticki znacajno rede javiti (Pearson x? p-0.027).
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Tabela 52. Uticaj polimorfne varijante G135C gena RAD51 na pojavu leukopenije, dominantni i
recesivni model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Model Ispoljena Bez Gr.5
Gen G . neutropenij neutropeni Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr.4

asocijacije a i

. . 7 (6.5)

Dominantni 22 (20.2) 55 (50.9) Vs 2 (19) 7 (65 4(3.7) 2 (1.9)

model Vs Vs 8 (7.4) Vs Vs Vs Vs

G/GvsG/C+C/C 14(12.8) 18 (16.7) ’ 3(2.8) 2(1.9) 1(0.9) 0
RAD51 2(1.9)

Recesivni model 34 (32.2) 73 (67.6) 14 (13.0 35(3'7) 35 (83) 5 (4.6)

G/G+G/CvsC/C Vs Vs Vs 0 0 Vs Vs

0 0 0 0 0
Pearson ¥2 b vrednost Dominantni model 0.156
X°p Recesivni model 0.027

Toksicnost visokog gradusa je u ovoj grupi pacijenata registrovana kod njih 15 (14.2%).
Vrlo jasan je trend pojave ove toksi¢nosti kod nosilaca G alela, odnosno nije se javila ni kod
jednog homozigotnog nosioca recesivnog alela, medutim statistcke analize ne ukazuju n ato da
je ova razlika znacajna, ni izmedu pojedina¢nih genotipova ni primenom dominantnog i
recesivnog modela nasedivanja (Tabela 53).

Tabela 53. Uticaj polimorfne varijante G135C gena RAD51 na pojavu leukopenije u odnosu na gradus.

Broj pacijenata (%)
Dominantni Recesivni model
G/G G/C c/C model G/G +G/Cvs C/C
G/GvsG/C+C/C
Neutropenija isz (11.1) 15 (13.9)
gr23 12 (11.1) 3(2.8) 0 3 (2.8) \(;s
Bez 64 (59.3) 91 (84.3)
neutropenije | 64 (59.3) 27 (25.0) 2(1.9) Vs Vs
gr23 29 (26.9) 2(1.9)
0.628 0.379 0.566
Pearson 2

4.7.3. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante G135C gena RAD51 sa pojavom
anemije

Anemija je registrovana kod 37 (33.9%) od ukupno 109 pacijenata, od toga kod njih 7
(6.4%) visokog gradusa. U tabeli 54 prikazana je raspodela zabeleZene anemije u odnosu na
gradus i genotip RAD51 gena. Nije registrovana statisticki znacajna razlika u pojavu
neutropenije u odnosu na pojedinacne genotipove, (Pearson x2p-0.511)
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Tabela 54. Uticaj pojedina¢nih genotipova na pojavu anemije.

Broj pacijenata (%)

f,fe",ﬂfiga Bez anemije  Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr4 Gr.5
G/G 27 (24.8) 49 (45.4) 6 (5.6) 17(157) 3(28) 1(09) 0
G/C 9(8.3) 21 (19.4) 2(1.9) 4(3.7) 2(19) 1(09) 0
c/C 1(0.9) 1(0.9) 1(0.9) 0 0 0 0
)lzze:::n 0.511

Koris¢enjem dominantnog i recesivnog modela (tabela 55) asocijacije takode nije videna
statisticki znacajna razlika u pojavi anemije bilo kog gradusa u odnosu na prisustvo
pojedinalnih alela RAD51 gena, Pearson x2 p-0. 507 u dominantnom i p-0.434 u recesivnom
modelu. Ovi rezultati govore da prisustvo doninantog ili recesivnog alela u bilo kom obliku,
homo ili heteroziigotnom, ne utice na pojavu anemije u ovoj grupi pacijenata.

Tabela 55. Uticaj polimorfne varijante G135C gena RAD51 na pojavu anemije, dominantni i recesivni
model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Gen Model Ispoljena Bez Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr.4 Gr.5
asocijacije anemija anemije
Dominantni 27 (24.8) 19@s) O (56)  47¢157 3 (28) 1(09) 0
model Vs Vs 3 (2.8) ) vs Vs Vs Vs
G/GvsG/C+C/C 10(9.2) 22 (20.4) : 4(37) 2(19) 109 0
RAD51 21(19.4 5 (4.6) 0
Recesivni model 36 (33.0) 70 (66.8) 8 (74) ) s ' 2 (1.9
G/G+G/CvsC/C Vs Vs Vs Vs 0 Vs Vs
1(0.9) 1(0.9) 1(09) 0 0 0
Pearson ¥2 b vrednost Dominantni model 0.507
X°p Recesivni model 0.434

U odnosu na pojavu anemije visokog gradusa ponovo je jasna razlika u pojavi izmedu
nosilaca alela, ova toksi¢nost se rede javljala kod nosilaca C alela, a nije se uopste javila kod

homozigotnih nosilaca recesivnog C alela, ali ni ovde statisticke analize nisu utvrdile zna¢ajnost ovog
zapazanja (Tabela 56).
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Tabela 56. Uticaj polimorfne varijante G135C gena RAD51 na pojavu anemije visokog gradusa,

dominantni i recesivni model asocijacije.

Broj pacijenata (%)
DOTLER L Recesivni model
G/G G/C c/C model G/G +G/Cvs C/C
G/GvsG/C+C/C
Anemija 35(3'7) 7 (6.5)
gr 23 4(3.7) 3(2.8) 0 3 (2.8) \(;s
Bez 72 (66.7) 99 (91.7)
anemije 72 (66.7) 27 (25.0) 2(1.9) Vs Vs
gr 23 29 (26.9) 2(1.9)
Pearson 0.626 0.428 0.707
xz

4.7.4. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante G135C gena RAD51 sa pojavom
trombocitopenije

U ovoj grupi pacijenata, trombocitopenija tokom primene hemioterapije je registrovana
kod 18 (16.5%) pacijenata. Nema statisticki znacajne razlike u pojavi trombocitopenije u
odnosu na pojedinacne genotipove gena RAD51 (Tabela 57).

Tabela 57. Uticaj pojedinac¢nih genotipova na pojavu trombocitopenije.

Broj pacijenata (%)

e el . . Grl Gr.2 Gr.3 Gr4 Gr.5
trombocitopenija tromboctopenije
G/G 14 (12.8) 62 (57.4) 6 (5.6) 2(1.9) 2(19) 437) 0
G/C 3(2.7) 27 (25.0) 1(0.9) 1(0.9) 0 1(09) 0
c/C 1(0.9) 1(0.9) 1(0.9) 0 0 0 0
Pearson
2 test 0.510

Dalja analiza je vrSena koriS¢enjem dominantnog i recesivnog modela (Tabela 58). Ni
takvim analizom nije regsitrovana statisticki znacajna razlika u pojavi trombocitopenije bilo
kog gradusa u odnosu na prisustvo pojedinacnih alela, Pearson x2 p-0.868 u dominantnom i p-
0.244 u recesivnom modelu.
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Tabela 58. Uticaj polimorfne varijante G135C gena RAD51 na pojavu trombocitopenije, dominantni i
recesivni model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Gen Bl CEMDOMNNES D ;g Gr.2 Gr3 Gr4 ors
asocijacije topem]om c1t0pen1]e
Dominantni 14 (12.8) 62(57.4) O G6) 5 (19) 2 (19 437 0
model 'S Vs 2 (1.9) 'S Vs 'S 'S
G/GvsG/C+C/C 4(3.7) 28 (25.9) : 1(09) 0 1(09) 0
RAD51 0
Recesivni model 36 (33.0) 89 (82.4) 7 (6.5 35(2'8) ‘275 (1.9) 5 (4.6)
G/G+G/CvsC/C Vs Vs Vs 0 0 Vs Vs
1(0.9) 1(0.9) 1(0.9) 0 0
Pearson ¥2 b vrednost Dominantni model 0.868
x°p Recesivni model 0.244

Kada se uzme u obzir pojave trombocitopenije samo visokog gradusa, nije registrovana
statisticki znacajna razlika u odnosu na alele, iako je vidljiva numericka razlika, odnosno ces¢a
pojava kod nosilaca dominantnog G alela (tabela 59).

Tabela 59. Uticaj polimorfne varijante G135C gena RAD51 na pojavu anemije visokog gradusa,
dominantni i recesivni model asocijacije.

Broj pacijenata (%)
Dominantni Recesivni model
G/G G/C c/C model G/G + G/Cvs C/C
G/GvsG/C+C/C
Trombocitopenija 35(5'6) 7 (6.5)
gr 23 6 (5.6) 1(0.9) 0 1(0.9) \(;s
Bez 70 (64.8) 99 (91.7)
trombocitopenije | 70 (64.8) 29 (269) 2(1.9) Vs Vs
gr 23 31 (28.7) 2 (1.9
0.644 0.358 0.707
Pearson x2

4.7.5. Rezultati analize asocijacije polimorfnih varijanti G135C gena RAD51 sa pojavom
dijareje

U grupi pacijenata za koje postoje podaci o vrsti polomorfne varijante gena RAD51,
dijareja bilo kog gradusa je registrovana kod njih 13 (11.9%), i to kod svih gradusa 1 i 2, dakle

niskog gradusa. Nije detektovana statisticki znacajna razlika u pojavi dijareje u odnosu na
genotipove RAD51 pojedinacno (Pearson x2p-0.889, Tabela 60).
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Tabela 60.

Uticaj pojedinacnih genotipova na pojavu dijareje.

Broj pacijenata (%)

Is_l.)oli‘_ﬂna Bez dijareje  Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr4 Gr.5
dijareja

G/G 10 (9.2) 65 (60.7) 8(7.5) 2 (1.9) 0 0

G/C 3(2.7) 27 (25.0) 3(28) 0 0 0

c/c 0 (0.0) 2(1.9) 0 0 0 0

;ze arsom | 089

Razlika nije videna ni koriS¢enjem dominantnog i recesivnog modela nasledivanja, iako

se numericki vidi da nosioci C alela rede dobijaju dijareju u ovoj grupi (Tabela 61).

Tabela 61. Uticaj polimorfne varijante G135C gena RAD51 na pojavu trombocitopenije, dominantni i
recesivni model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Gen Model Satromboci- - Beztrombo . , Gr.2 Gr3 Gr4 or
asocijacije topenijom citopenije
Dominantni 10 (9.2) 65(60.7) ss (7:5) 2 (199 o0 0 0
model 'S Vs 3 (2.8) VS Vs 'S 'S
RAD51 G/GvsG/C+C/C 3(2.7) 29 (27.1) ' 0 0 0 0
2 (1.9) 0 0
Recesivni model 13 (9.7) 92 (86.0) 11(10.3) Vs ’ Vs 0
G/G+G/CvsC/C Vs Vs Vs 0 0 Vs Vs
0 2 (1.9) 0 0 0
Pearson ¥2 b vrednost Dominantni model 0.628
X°p Recesivni model 0.869

4.7.6. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante G135C gena RAD51 sa pojavom

mucnine (nauzeje)

Mucnina je u ovoj grupi registrovana kod 28 (25.7%), takode bez pojave visokog
gradusa, odnosno kod svih pacijenata mucnina je bila gradusa 1 i 2. Nije videna statisticki
znacajna razlika u pojavi mucnine i pojedinacnih genotipova RAD51 gena (Pearson x2p-0.553,

Tabela 62).
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Tabela 62.

Uticaj pojedinacnih genotipova na pojavu mucnine.

Broj pacijenata (%)

lsp?lifena Bez muc¢nina Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr4 Gr.5
mucnina

G/G 19 (17.4) 56 (52.3) 12(112) 7(65) 0 0

G/C 8(7.4) 22 (20.6) 7(65)  1(09) 0 0

¢/c 1(0.9) 1(0.9) 1(09) 0 0 0

;ze arson 1 o.553

U Tabeli 62 su prikazani rezultati analize asocijacije alela i pojave mucnine kori§¢enjem
dominantnog i recesivnog modela. I ovde je numericki vidljiva razlika u smislu rede pojave ove
vrste toksi¢nosti kod nosilaca C alela, ali to opazanje nije statisti¢ki znacajno (Pearson x2 p-
0.341 u dominantnom i p-0.502 u recesivnom modelu).

Tabela 63. Uticaj polimorfne varijante G135C gena RAD51 na pojavu mucnine, dominantni i recesivni
model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Gen e Ispoljena Bez Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr.4 Srs
asocijacije muénina mucnine
. . 12(11.2
Dominantni 19 (17.4) 56(52.3) )vs 7 (65 0 0 0
model Vs Vs 8 (7.5) Vs Vs Vs Vs
RAD51 G/GvsG/C+C/C 9(8.3) 23 (21.5) : 1(09) 0 0 0
. 8(75) 0 0
Recesivni model 27 (24.8) 78 (72.9) 19(17.4) 0
G/G+G/CvsC/C Vs Vs Vs gs OV S Vs Vs
1(0.9) 1 (0.9) 1(0.9) 0 0
Pearson ¥2 b vrednost Dominantni model 0.341
X°p Recesivni model 0.502

4.7.7. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante G135C gena RAD51 sa pojavom
povracanja (emeze)

[ mucnina je u ovoj grupi pacijenata bila retka toksi¢nost, registrovana je kod 8 (7.3%)
pacijenata, kod svih u gradusu 1 2, Sto ukazuje na ¢injenicu da su svi pacijenti dobili adekvatnu
profilaksu mucnine i povrac¢anja. Ponovo je videna numericka razlika u smislu veoma retke
pojave povracanja kod nosilaca C alela, ali nije registrovana statisticki znacajna razlika u pojavi
ove vrste toski¢snoti izmedu pojedina¢nih genotipova (Tabela 64), niti primenom dominantnog
i recesivnog modela naledivanja (Tabela 65).
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Tabela 64. Uticaj pojedina¢nih genotipova na pojavu emeze.

Broj pacijenata (%)

Ispoljena Bez emeze Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr4 Gr.5
emeza
G/G 7 (6.4) 68 (63.6) 5(4.7) 2 (1.9) 0 0 0
G/C 1(0.9) 29 (27.1) 1(09) 0 0 0 0
c/C 0 2 (1.9) 0 0 0 0 0
;ze arsom | 0829

Tabela 65. Uticaj polimorfne varijante G135C gena RAD51 na pojavu emeze, dominantni i recesivni

model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Gen Mod_e_l . Ljaret] (e Bez emeze  Gr.l Gr.2 Gr.3 Gr.4 Lins
asocijacije emeza
: . 5 (4.7)
Dominantni 7 (6.4) 68(63.6) Vs 2 (199 o0 0 0
model 'S Vs 1(0.9) 'S 'S Vs Vs
RAD51 G/GvsG/C+C/C 1(0.9) 31 (29.0) ) 0 0 0 0
0
Recesivni model 8 (7.3) 97 (0.7) 6 (5.6) ‘2] (1.9) ?}S 0
G/G+G/CvsC/C Vs Vs Vs 0 0 Vs Vs
0 2 (1.9) 0 0 0
Pearson ¥2 b vrednost Dominantni model 0.485
X°p Recesivni model 0.921

4.7.8. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante G135C gena RAD51 sa pojavom

neuropatije (SPN)

Periferna neuropatija je registrovana kod 10 (9.4%) pacijenata u ovoj grupi, kod samo
jednog od njih je bila gradusa 3. Ponavlja se opaZanje da se kod nosilaca recesivnog C alela rede
javlja SNP, ali ni ovde nije videna statist¢ki znacajna razlika niti u odnosu na pojedinacni genotip
(Pearson x2 p-907, tabela 66), a ni koriS¢enjem dominantnog i recesivnog modela nasledivanja
(Tabela 67). Najverovatnije objaSnjenje jeste mali broj pacijenata kod kojih su zabeleZene ove
toksiCnosti, te statisticka analiza tu razliku nije mogla da detektuje.

Tabela 66. Uticaj pojedinacnih genotipova na pojavu neuropatije.

Broj pacijenata (%)

Ispoljena SNP  Bez SNP Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr4 Gr.5
G/G 7 (64) 67 (63.2) 4(3.8) 2(1.9) 1(09) 0 0
G/C 3(28) 27 (25.5) 3(2.8) 0 0 0 0
c/C 0 2(1.9) 0 0 0 0 0
Pearson
X? test 0.907
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Tabela 67. Uticaj polimorfne varijante G135C gena RAD51 na pojavu neuropatije, dominantni i
recesivni model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Gen Model Ispoljena Bez SNP Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr.4 ors
asocijacije SNP
, . 4 (3.8)
Dominantni 7 (6.4) 67(63.2) 2 (19) 1(0.9) 0 0
model 'S Vs \és 28 'S 'S 'S 'S
RAD51 G/GvsG/C+C/C 3(2.8) 29 (27.4) (28) 0 0 0 0
0
Recesivni model 10 (9.4) 94 (88.7) 7 (6.6 2(1.9) 1(09) 0
G/G+G/CvsC/C Vs Vs Vs ‘65 (;IS Vs Vs
0 2(1.9) 0 0 0
Pearson ¥2 b vrednost Dominantni model 0.608
X°p Recesivni model 0.976

4.7.9. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante G135C gena RAD51 sa pojavom
porasta kreatinina (nefrotoksicnost)

Nefrotoksi¢nost je registrovana kod 11 (10.1%) pacijenata u ovoj grupi. Kod dva
pacijenta je bila gradusa 3, kod ostalih niZeg gradusa. Nema statisticki znacajne razlike u pojavi
ove toksi¢nosti u odnosu na pojedinacni genotip RAD51 gena, Pearson x2 p-990 (Tabela 68).

Tabela 68. Uticaj pojedinac¢nih genotipova na pojavu nefrotoksi¢nosti.

Broj pacijenata (%)

Ispoljena Bez

nefrotoksicnost nefrotoksicnosti G Gr.2 Gr.3 Gr4 Gr.5
G/G 7 (6.4) 69 (63.9) 4(3.8) 2(1.9) 1(09) 0 0
G/C 4(3.8) 26 (24.1) 2(1.9) 1(0.9) 1(09) 0 0
c/C 0 2(1.9) 0 0 0 0 0
Pearson
X2 test 0.990

Jo$ jednom, zbog malog broja pacijenata, primena dominantnog i recesivnog modela
nasledivanja nije detektovala statisticki znacCajnu razliku u odnosu na alele, iako je jasno da
prisustvo G alela utiCe na ¢eS¢u pojavu nefrotoskicnosti (Tabela 69).
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Tabela 69. Uticaj polimorfne varijante G135C gena RAD51 na pojavu nefrotoksi¢nosti, dominantni i
recesivni model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Gen Mod.e.l .. gl fa e Bez emeze Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr.4 Bis
asocijacije emeza
, . 4 (3.8)
Dominantni 7 (6.4) 69(63.9) 2 (19) 1(0.9) 0 0
model 'S Vs \le 1.9 'S 'S 'S 'S
RAD51 G/GvsG/C+C/C 4(3.8) 28(25.9) (19) 1(0.9) 1(0.9) 0 0
0
Recesivni model 11 (10.2) 95 (87.2) 6 (5.6) 3(28) 2 (1.9) 0
G/G+G/CvsC/C Vs Vs Vs ‘65 (;IS Vs Vs
0 2(1.9) 0 0 0
Pearson ¥2 b vrednost Dominantni model 0.922
X°p Recesivni model 0.972

4.7.10. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante G135C gena RAD51 sa pojavom
porasta transaminaza (hepatotoksicnost)

Hepatotoksi¢nost se javila kod samog jednog pacijenta u ovoj grupi i to gradusa 1, se te
ne moze komentarisati uticaj polimorfizama ovog gena na pojavu ove vrste toksi¢nosti.

4.8. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 i ispoljene
toksicnosti hemioterapije

[spitana je povezanost polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 sa ispoljenom
toksi¢noS¢u primenjene HT kako ukupno, tako i pojedina¢nih toksicnosti, uzimajuci u obzir i
gradus toksicnosti. Ispitan je uticaj polimorfnih varijanti pojedinacno (Tabela 70), a zatim
koriS¢enjem dominantog i recesivnog modela nasledivanja (Tabela 71).

Tabela 70. Uticaj pojedinacnih genotipova na pojavu toksi¢nosti uopste i visokog gradusa.

Broj pacijenata, N-106 (%)

53 |l bt e
Arg/Arg 21 (20.0) 13 (12.4) 11 (10.4) 23 (21.7)
Arg/Pro 20 (19.0) 31 (29.5) 9(8.5) 43 (40.6)
Pro/Pro 12 (11.4) 8(7.6) 5(47) 20 (18.9)

Pearson X
test

0.106

0.080

U ovoj grupi od 106 pacijenata sa poznatim genotipom gena TP53, toksi¢nost je
registrovana kod njih 53 (50%), a toksi¢nost visokog gradusa kod njih 25 (23.6%). Nije
registrovana statisticki znacajna razlika u pojavi toksi¢nosti bez obzira na gradus, uzimaju¢i u
obzir genotipove pojedinacno (Pearson x2? p-0.080). Takode nije registrovana statisticki

znacajna razlika u pojavi toksi¢nosti visokog gradusa u odnosu na pojedinacne genotipove
(Pearson x2p-0.106).
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U Tabeli 71 su prikazni rezultati kada je koriS¢en dominantni i recesivni model
nasledivanja. Ni na ovaj nacin nije registrovana statisticki znacajna razlika u pojavi toksi¢nosti,
Pearson x2 p-0.082 u dominantnom i p-0.243 u recesivnom modelu. Ovi rezultati govore da ne
postoji povecana sklonost ka razvoju toksicnosti primenjene HT uopSte u odnosu na
pojedina¢ne genotipove gena TP53. Sto se ti¢e pojave toksi¢nosti primenjene HT visokog
gradusa, u ovoj grupi pacijenata nije registrovana statisticki znacajna razlika u odnosu na
pojedinacne genotipove, niti koriS¢enjem dominantnog i recesivnog modela nasledivanja.

Tabela 71. Uticaj polimorfne varijante arg72Pro gena TP53 na pojavu toksi¢nosti, uopste i visokog
gradusa, dominantni i recesivni model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Model Ispoljena Bez Tox visokog B.e z tox
Gen G e A . . p visokog p
asocijacije toksi¢nost  toksic¢nosti gradusa
gradusa
Dominantni
model 21(20.0) 13 (12.4) 11 (10.4) 23 (21.7)
Arg/Arg 0.082 Vs
Vs Vs Vs Vs 58 (54.7) 0.144
Arg/Pro . 32 (30.5) 39 (37.1) 14 (13.2)
TP53 Pro/Pro
Recesivni model 44 (41.9) 20 (18.9) 66 (62.3)
Arg/Arg + 351(39'0) Vs Vs Vs
Arg/Pro 8 (7.6) 0.243 5(4.7) 15 (14.2)  0.864
v 12 (11.4)
Pro/Pro

U odnosu na pojavu viSe od jedne razlicite vrste toksicnosti kod istog pacijenta, nije
detektovana statisticki znacajna razlika ni u odnosu na pojedinac¢ni genotip, ni primenom
dominantnog i recesivnog modela nasledivanja (Tabela 72).

Tabela 72. Uticaj polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 na broj toksi¢nosti, pojedinacni
geenotipovi i primenom dominantnog i recesivnog modela asocijacije.

Broj pacijenata (%)
Dominantni
model Recesivni model
Arg/Arg Arg/Pro Pro/Pro Arg/Arg vs Arg/Arg + Arg/Pro
Arg/Pro + vsPro/Pro
Pro/Pro
Bez ili jedna ‘2,: (19.8) 55(51.9)
vrsta tox 21 (19.8) 34 (32.1) 11 (10.4) 45 (42.5) Vs
' 11 (10.4)
oy . 13 (12.3) 31(29.2)
X;i‘t’e"t‘j)fd“e 13(123) 18(17.0) 9 (8.5) vs vs
27 (25.5) 9 (8.5)
. 0.716 0.942 0.457
Pearson x
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4.8.1. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 sa pojavom
leukopenije

Pad broja leukocita, leukopenija, je ukupno registrovana kod 33 (31.3%) pacijenta. U
tabeli 73 je prikazan broj pacijenata nosilaca pojedinih genotipova gena p53 kod kojih je
registrovana leukopenija, kao i raspodela po gradusima. Nije registrovana statisticki znacajna
razlika u pojavi leukopenije uopste, niti pojedinacno gradusa leukopenije u odnosu sa
genotipove, Pearson x2p-0.979.

Tabela 73. Uticaj pojedinacnih genotipova na pojavu leukopenije.

Broj pacijenata (%)

:(Se{)l;)(l(];;r(;?lija Ea‘ilzkopenije Gr.1 Gr.2 G2) o Lies
Arg/Arg | 13(12.3) 21 (19.8) 6(57) 3(2.8) 3(28) 1(09) 0
Arg/Pro | 14 (13.2) 38 (35.8) 6(57) 4(3.8) 3(28) 1(09) 0
ProPro 6 (5.7) 14 (13.2) 3(2.8) 1(0.9) 1(09) 1(09) o0
;f:‘::f“ 0.979

Primenom dominantnog i recesivnog modela nasledivanja nije registrovana statisticki
znacajna razlika u pojavi leukopenije izmedu nosilaca ispitivanih alela gena TP53 (Tabela 74).

Tabela 74. Uticaj polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 na pojavu leukopenije, dominantni i
recesivni model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Gen Model Ispoljena ~— Bez . Grl Gr.2 Gr.3 Gr.4 Gr.5

asocijacije leukopenija  leukopenije

Dominantni

model 13 (12.3) 21 (19.8) 6 (577 3 (29) 3(28) 1(09)

Arg/Arg VS Vs Vs Vs Vs Vs Vs 0

Arg/Pro + 20(18.9) 52 (49.1) 9(85) 5(M47) 4(48) 2(19
TP53 Pro/P.ro :

Recesivni model 7 6 (5.7)

Arg/Arg + 8(8.9) 59 (55.7) 12(11.3  (6.69) Vs ' 2(19 0

Arg/Pro VS Vs Vs ) vs Vs 1(0.9) Vs

Pro/Pro 2(2.0) 14 (13.2) 3(28) 1(0.9) ' 1 (09)
Pearson ¥2 b vrednost Dominantni model 0.864

X°p Recesivni model 0.947

Leukopenija visokog gradusa je registrovana kod 10 pacijenata. Analizom nije videna
statisticki znacajna razlika u pojavu leukopenije visokog gradusa u odnosu na alele gena TP53
ni u pojedinacnoj analizi ni koriS¢enjem dominantnog i recesivnhog modela (Tabela 75)
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Tabela 75. Uticaj polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 na pojavu leukopenije visokog gradusa,
pojedinacni genotipovi i koriSéenjem dominantnog i recesivnog modela asocijacije.

Broj pacijenata (%)
Dominantni model X:czs;:nl mode] +
Arg/Arg Arg/Pro Pro/Pro Arg/Arg vs Arg/Pro /A8
+ Pro/Pro Arg/Pro vs
Pro/Pro
Leukopenija 35(3'8) 8(7.5)
gr23 4(3.8) 4 (3.8) 2(1.9) 6 (5.7) Vs
' 2(1.9)
Bez 30 (28.3) 78 (73.6)
leukopenije 30 (28.3) 48 (45.3) 18 (17.0) Vs Vs
gr23 66 (62.3) 18 (17.0)
0.815 0.723 0.923
Pearson 2

4.8.2. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 sa pojavom
neutropenije

Neutropenija je ukupno registrovana kod 34 (32.1%) pacijenta. U tabeli 76 je prikazan
broj pacijenata nosilaca pojedinih genotipova gena TP53 kod kojih je registrovana neutropenija,
kao i raspodela po gradusima. Nije registrovana statisticki znacajna razlika u pojavi
neutropenije uopste, niti pojedinacno gradusa leukopenije u odnosu sa genotipove, Pearson y2
p-0.639.

Tabela 76. Uticaj pojedinacnih genotipova na pojavu neutropenije.

Broj pacijenata (%)

::glftljz;zniia Eleltropeniie Gl G2 ) L Gr.5
Arg/Arg | 13 (12.3) 21 (20.0) 4(3.8) 1(1.0) 6(57) 2(19) O
Arg/Pro | 14(13.2) 37 (35.8) 7(6.7) 2(1.9) 3(29) 2(19) o0
Pro/Pro | 7 (6.6) 11 (10.5) 3(2.9) 2(1.9) 1(1.0) 1(1.0) ©
;f::t"“ 0.639

Kada je koriS¢ena analiza pomoc¢u dominantnog i recesivnog modela asocijacije, nije
utvrdena statisticki znacajna razlika u pojavi neutropenije (Tabela 77).
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Tabela 77. Uticaj polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 na pojavu neutropenije, dominantni i
recesivni model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Gen Model Ispoljena  Bez . Grl  Gr2 Gr.3 Gra G5
asocijacije neutropenija  neutropenije
Dominantni 4(3.8)
model 13 (12.3) 58 (55.2) Vs 1 (10) 6(57) 2(19) o0
Arg/Arg VS VS Vs 10 Vs Vs Vs Vs
Arg/Pro + 20(18.9) 52 (49.1) (9.5) 4(38) 4(38) 4(38) 1(1.0)
TPS53 2‘;‘;2’;‘?"1_ model
Arg/Arg + 8(89) 59 (55.7) 11(10. 3 (29) 35(8'6) 4(38) ‘115(0'9)
Arg/Pro Vs VS Vs 5)vs 2(1.9)  1(10) Vs 0
Pro/Pro 2 (2.0) 14 (13.2) 3(29) ’ ’ 219
Dominantni model 0.476

2
Pearson x?p vrednost Recesivni model 0.617

Neutropenija visokog gradusa je registrovana kod 17 pacijenata, ali takode bez
statisticki znacajne razlike, izmedu pojedinac¢nih genotipova, kao i kada je za analizu koris¢en
dominantni i recesivni model asocijacije (Tabela 78).

Tabela 78. Uticaj polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 na pojavu neutropenije visokog gradusa,
pojedinacni genotipovi i koriS¢enjem dominantnog i recsivnog modela asocijacije.

Broj pacijenata (%)
Dominantni
model Recesivni model
Arg/Arg Arg/Pro Pro/Pro Arg/Arg vs Arg/Arg + Arg/Pro
Arg/Pro + vsPro/Pro
Pro/Pro
Neutropenija 35(7'6) 14 (13.3)
gr 23 8 (7.6) 6 (5.7) 3(2.9) 9 (8.6) Vs
' 3(2.9)
Bez 26 (24.8) 72 (68.6)
neutropenije | 26 (24.8) 46 (43.8) 16 (15.2) Vs Vs
gr23 62 (59.0) 16 (15.2)
0.336 0.158 0.958
Pearson )2

4.8.3. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 sa pojavom
trombocitopenije

Trombocitopenija je registrovana kod ukupno 19 (17.9%) pacijenata. Analizom uticaja
pojedinalnih genotipova na pojavu ove toksi¢nosti, postoji statisticki znacajna razlika u pojavi
trombocitopenije medu nosiocima razli¢itih pojedinacnih genotipova, Pearson y? p=0.049
(Tabela 79).
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Tabela 79. Uticaj pojedinacnih genotipova na pojavu trombocitopenije.

Broj pacijenata (%)

1:g?rii)e(:lc?topeniia g:)zmbocitopenije Gl Gr.2 Gr.3 Gr4 Gr.5
Arg/Arg | 6(5.7) 28 (26.7) 2(1.9) 3(2.9) 0 1(1.0) 0
Arg/Pro 7 (6.6) 45 (42.9) 2(1.9) 2(1.9) 2(1.9) 1(1.0) o0
Pro/Pro | 6 (5.7) 13 (12.4) 2(19) 0 0 4(38) 0
e | oo

Ove razlike su ispitane primenom dominantnog i recesivnog modela nasledivanja.
Primenom dominantog modela nije videna statisticki znaajna razlika. Medutim primenom
recesivnog modela, detektovana je statisticki znacajna razlika u pojavi trombocitopenije
Pearson x% p=0.014, Sto znaci da su nosioci recesivnog homozigota Pro/Pro skloniji razvoju
trombocitopenije (Tabela 80).

Tabela 80. Uticaj polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 na pojavu trombocitopenije, dominantni i
recesivni model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Gen Model Sa trombo- Bez trombo- ., ., g3 grg 6T
asocijacije citopenijom citopenije
Dominantni
model 6 (5.7) 58 (55.2) 2 (199 3 (29 o 1(1.0)
Arg/Arg VS VS Vs Vs Vs Vs Vs 0
Arg/Pro + 13(8.9) 52 (49.1) 4 (3.8) 2(1.9) 2(1.9) 5(4.8)
P53 Pro/P.ro :
Recesivni model 5 (4.8) 2 (1.9)
Arg/Arg + 13(8.9) 59 (55.7) 4(3.8) ’ ' 2(19
'S 'S 0
Arg/Pro VS Vs Vs Vs 0 0 Vs
Pro/Pro 6 (5.7) 14 (13.2) 2(19 4(3.8)
Pearson ¥2 b vrednost Dominantni model 0.496
x°p Recesivni model 0.014

Ucinjena je i analiza u odnosu na pojavu trombocitopenije visokog gradusa. I u ovom
slucaju je videna statisticki znacajna razlika u pojavi trombocitopenije u odnosu na pojedina¢ne
genotipove gena TP53 (Pearson x2 p-0.045). KoriS¢enjem dominantnog modela nasledivanja
nije videna statisticki znacajna razlika, ali koriS¢enjem recesivnog modela jeste, Pearson x2 p-
0.015, Sto potvrduje i ranije detektovanu cCinjenicu da su nosioci recesivnhog homoyigota
Pro/Pro skloniji razvoju trombocitopenije visokog gradusa (Tabela 81).
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Tabela 81. Uticaj polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 na pojavu trombocitopenije visokog
gradusa, pojedinac¢ni genotipovi i koriS¢enjem dominantnog i recesivnog modela asocijacije.

Broj pacijenata (%)
Dominantni
model Recesivni model
Arg/Arg Arg/Pro Pro/Pro Arg/Arg vs Arg/Arg + Arg/Pro
Arg/Pro + vsPro/Pro
Pro/Pro
Trombocitopenija ‘115(1'0) 4 (3.8)
gr 23 1(1.0) 3(2.9) 4(3.8) 7 (6.7) Vs
’ 4(3.8)
Bez 33 (31.4) 82 (78.1)
trombocitopenije | 33 (31.4) 49 (46.7) 15 (14.3) Vs Vs
gr 23 64 (61.0) 15 (14.3)
% 0.045 0.211 0.015
Pearson x

4.8.4. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 sa pojavom
anemije

Anemija je registrovana kod 63 pacijenata, odnosno 60%. Iz pojedinacnih rezultata se stice
utisak da su nosioci Pro alela podlozniji razvoju anemije, medutim ova razlika se nije pokazala
statisticki znacajnom, kako izmedu pojedinacnih genotipova (Tabela 82) tako ni primenom
dominantnog i recesivnog modela asocijacije (Tabela 83).

Tabela 82. Uticaj pojedinatnih genotipova na pojavu anemije.

Broj pacijenata (%)

:lslfeolgfjga Bez anemije Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr4 Gr.5
Arg/Arg | 12 (11.3) 22 (21.0) 2(1.9) 8(7.6) 2(19) 0 0
Arg/Pro | 15 (14.1) 37 (35.8) 4(3.8) 8 (7.6) 2(19) 1(1.0) 0
Pro/Pro | 36 (33.9) 69 (65.7) 11(10.5) 20(19.0) 4(3.8) 1(1.0) 0
;f::t"“ 0.322
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Tabela 83. Uticaj polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 na pojavu anemije, dominantni i recesivni
model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Gen Mod.e.l . Ispolj ena Bez anemije  Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr.4 ors
asocijacije anemija
Dominantni 8 (7.6)
model 12 (11.3) 22 (21.0) 2 (1.9) ’ 2(1.9) 0
Arg/Arg VS VS Vs Vs ‘1152 Vs 'S 0
Arg/Pro + 24(22.8) 47 (44.8) 9 (8.6) (11.4) 2(1.9) 1(1.9)
Pro/Pro )
P53 ——
Recesivni model 16 4(38)
Arg/Arg + 27 (25.7) 59 (56.2) 6 (5.7) (15.2) ' 1(1.0) 0
Arg/Pro Vs Vs Vs Vs Vs ‘65 Vs
Pro/Pro 9 (8.6) 10 (9.5) 5(48) 4(3.8) 0
Pearson ¥2 b vrednost Dominantni model 0.627
X°pP Recesivni model 0.120

4.8.5. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 sa pojavom
dijareje
U ovoj grupi pacijenata dijareja je registrovana kod njih 11 (10.4%), skoro kod svih

gradusa 1, a nije bilo ni jednog pacijenta kod kojeg je dijareja bila visokog gradusa. Nema
statisticki znacajne razlike izmedu pojedinalnih genotipova i pojave dijareje (tabela 84).

Tabela 84. Uticaj pojedinacnih genotipova na pojavu dijareja.

Broj pacijenata (%)

Ispoljena Bez dijareja Gr.1 Gr.2 Gr3 Gr4  GrS5
dijareja
Arg/Arg | 2(1.9) 32 (30.5) 1(10) 1(10) o0 0 0
Arg/Pro | 7 (6.7) 45 (42.9) 7(67) 0 0 0 0
Pro/Pro | 2(1.9) 17 (16.2) 2(19) 0 0 0 0
;ff::to“ 0.327
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Tabela 85. Uticaj polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 na pojavu dijareje, dominantni i recesivni
model asocijacije.

Broj pacijenata (%)
Model Ispoljena Gr.5

Gen R R Bez dijareje  Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr.4
asocijacije dijareja
Dominantni
model 6 (5.7) 32(30.5) 1 (1.0) 1 (1.0)
Arg/Arg VS VS Vs Vs Vs 0 0 0
Arg/Pro + 13(8.9) 62 (59.0) 9(8.6) 0
TPS53 2‘;‘;2’;‘?"1_ model
Arg/Arg + 9(85) 77(733) g 7.6) r (10
Vs Vs 0 0
Arg/Pro Vs Vs 17 (16.2) Vs 0 0
Pro/Pro 2(1.9) ' 2(19
Pearson ¥2 b vrednost Dominantni model 0.106
X°Pp Recesivni model 0.885

Kori$¢enjem dominantog i recesivnog modela nasledivanja nije registrovana statisticki
znaCajna razlika izmedu nosilaca razli¢itih alela ovog gena, kako u homo tako i u
heterozigotnom obliku (Tabela 85).

4.8.6. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 sa pojavom
nauzeje (mucnine)

Mucnina je registrovana kod 28 (26.4%) pacijenata, kod svih gradusa 1i 2. Numericki se
vidi CeSca pojava mucnine kod nosilaca recesivnog Pro alela, ali statistic¢ki znacajna razlika nije
videna kada su poredeni pojedinacni genotipovi (Tabela 86).

Tabela 86. Uticaj pojedinac¢nih genotipova na pojavu nauzeje.

Broj pacijenata (%)

S Bez muénine Gr.1 Gr.2 Gr3  Gr4 Gr.5
mucnina
Arg/Arg | 4 (3.8) 30 (28.6) 4(38) 0 0 0 0
11 5(48) 0 0 0
Arg/Pro | 16 (15.1) 36 (34.3) (105)
Pro/Pro | 8(7.6) 11 (10.5) 6(57) 2(19) 0 0 0
Pearson
 test 0.108

Kada je analiza ucinjena primenom dominantnog i recesivnog modela detektovana je statisticki
znacajna razlika u dominantnom modelu (Pearson x2p-0.037), Sto govori da su nosioci Pro alela
statisticki znacajno podlozniji razvoju mucnine prilikom primene hemioterapije (tabela 87).
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Tabela 87. Uticaj polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 na pojavu mucnine, dominantni i recesivni

model asocijacije,

Broj pacijenata (%)

Gen Model Ispoljena - Gr.1 Gr.2 Gr3 Gr4 TS
asocijacije mucdnina mucénine
Dominantni 4 (3.8)
model 4(53.8 30 (28.6) vs 0
Arg/Arg Vs Vs Vs 0 0 0
Arg/Pro + 24(226) 472 (44.8) (16.2) 7 (6.7)
P53 2‘;‘;2’;‘?"1_ model
Arg/Arg + 20(18.9) 66 (62.9) > (48)
Arg/Pro Vs Vs (14.3) vs Vs 0 0 0
Pro/Pro 8 (7.5) 11(10.5) 67 2019
Pearson 2 b vrednost Dominantni model 0.037
X°p Recesivni model 0.243

4.8.7. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 sa pojavom

emeze (povracanja)

Povracanje se javilo kod svega 7 pacijenata, kod svih gradusa 1 ili 2. Ponovo je vidljiv
tren ceSceg javljanja emeze kod nosilaca Proalela, medutim nije registrovana statisticki
znacajna razlika u pojavi ove vreste toksi¢nosti u ovoj grupi, uzimajuci u obzir genotipove
pojedinacno (tabela 88), kao ni koriS¢enjem dominantnog i recesivnog modela (Tabela 89).

Tabela 88. Uticaj pojedinac¢nih genotipova na pojavu emeze.

Broj pacijenata (%)

Ispoljenaemeza Bez emeze Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr4 Gr.5
Arg/Arg | 0 0 0 0 0 0
Arg/Pro | 4(3.8) 3(29) 1(1.0) O 0 0
Pro/Pro | 3(2.9) 3(29) 0O 0 0 0

Pearson

X tost 0.162
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Tabela 89. Uticaj polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 na pojavu mucnine, dominantni i recesivni
model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Gen Model Ispoljena Bez Gr.1 Gr.2 Gr3 Gr4 TS
asocijacije muénina mucnine
Dominantni
model 0 33 (31.7) 0 0
Arg/Arg VS VS Vs Vs Vs 0 0 0
Arg/Pro + 7(6.6) 64 (61.5) 6(5.8) 1(1.0)
P53 2‘;‘;2’;‘?"1_ model
Arg/Arg + 20(18.9) 81(77.9) 3 29 L @0
Vs Vs 0 0
Arg/Pro Vs Vs 16 (15.4) Vs 0 0
Pro/Pro 8(7.5) ' 3(29)
Pearson ¥2 b vrednost Dominantni model 0.167
X°p Recesivni model 0.107

4.8.8. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 sa pojavom

neuropatije

Neuropatija je registrovana kod ukupno 12 pacijenata, samo kod jednog visokog
gradusa, gradusa 3. Kada se poredi uticaj pojedinacnh genotipova na pojavu neuropatije,
statistic¢ki znacajna razlika nije videna (Tabela 90).

Tabela 90. Uticaj pojedinac¢nih genotipova na pojavu neuropatije.

Broj pacijenata (%)

Lsg)l:):(i:’i‘;‘iia Bez neuropatije  Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr4 Gr.5
Arg/Arg | 2(1.9) 31 (29.5) 1(10) o0 1(1.0) © 0
Arg/Pro | 6 (5.7) 45 (42.9) 4(39) 2019 o0 0 0
Pro/Pro | 4(3.9) 15 (14.6) 2(19) z2(19 o0 0 0
;f s 0318

Koris¢enjem dominantnog i recesivnog modela nasledivanja, takode nije detektovana
statisticki znacajna razlika, odnosno nije viden statisticki znacajan uticaj alela na ispoljavanje
neuropatije. Obziom da je samo jedan pacijent imao neuropatiju gr.3, analiza uticaja alela na
neuropatiju visokog gradusa nije radena (Tabela 91).
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Tabela 91. Uticaj polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 na pojavu neuropatije, dominantni i
recesivni model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Gen Model Ispoljena — Bez . Gra Gr.2 Gr3 Gr4 TS
asocijacije neuropatija _ neuropatije
Dominantni
model 0 31 (30.1) 1(1.0) 0 1(1.0)
Arg/Arg VS VS Vs Vs Vs Vs 0 0
Arg/Pro + 7(6.6) 60 (58.3) 6(58) 4(39) 0

P53 2‘;‘;2’;‘?"1_ model
Arg/Arg + 20(18.9) 76(738) 5 (49 2 (19 10.0)
Arg/Pro Vs Vs Vs Vs Vs Vs 0 0
Pro/Pro 8 (7.5) 15 (14.6) 2(19) 209 0

Pearson 2 Dominantni model 0.158

p vrednost Recesivni model 0.310

4.8.9. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 sa pojavom
nefrotoksicnosti (porasta kreatinina)

Nefrotoksi¢nost je registrovana kod 11 (10.4%) pacijenata. Ni u ovom slucaju nije bilo
toksiCnosti visokog gradusa. Statisticki znacajna razlika u pojavi ove toksicnosti nije
registrovana ni uporedivanjem pojedinacnih alela (Tabela 92), niti koriS¢enjem dominantnog i
recesivnog modela nasledivanja (Tabela 93).

Tabela 92. Uticaj pojedina¢nih genotipova na pojavu nefrotoksic¢nosti.

Broj pacijenata (%)

Ispoljena

Bez

nefrotoksicnost nefrotoksicnosti O Gr.2 Gr.3 Gr4 Gr.5
Arg/Arg | 3(2.9) 31 (29.5) 3(29) 0O 0 0 0
Arg/Pro | 2(1.9) 45 (42.9) 548 2(19) o0 0 0
Pro/Pro | 1(1.0) 18 (17.1) 0 1(1.0) 0 0 0
Pearson
X test 0.487
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Tabela 93. Uticaj polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 na pojavu nefrotoksi¢nosti, dominantni i
recesivni model asocijacije.

Broj pacijenata (%)

Gen Model Ispoljena  Bez Gr.1 Gr.2 er3 Gra S
asocijacije nefortox. nefrotox.
Dominantni
model 3(2.9) 31(29.5) 3(2.9) 0
Arg/Arg VS VS Vs Vs Vs 0 0 0
Arg/Pro + 8(7.5) 63 (60.0) 5 (4.8) 3(2.9)
TP53 2‘;‘;2’;‘?"1_ model
Arg/Arg v 10(9.4) 76 (724) g e 2 19
Arg/Pro Vs Vs Vs Vs Vs 0 0 0
Pro/Pro 1(1.0) 18(17.1) 0 1(1.0)
Pearson ¥2 b vrednost Dominantni model 0.461
X°p Recesivni model 0.315

4.8.10. Rezultati analize asocijacije polimorfne varijante Arg72Pro gena TP53 sa
pojavom hepatotoksicnosti (porasta transaminaza)

Hepatotoksi¢nost se u ovoj grupi pacijenata javila kod samo jednog, tako da se ne moZze
razmatrati uticaj ovog polimorfizma na pojavu ove toksi¢nosti.

4.9. Kombinacije genotipova

Uzimaju¢i u obzir medusobne kombinacije genotopiva koje bi ukazale na postojanje
epistatskih interakcija medu njima (izuzimaju¢i TP53 72Pro alel koji nosi nezavisan rizik za
razvoj toksi¢nosti), detektovano je da su nosioci TP53/RAD51 ArgArg/GC+CC kombinacije
genotipova statisticki znacajno skloniji razvoju toksi¢nosti na HT (p=0.030, Pirsonov x?2 test)

(Tabela 94).

Tabela 94. Uticaj kombinacija polimorfnih varijanti TP53 Arg72Pro, XRCC1 Arg399GIn i RAD51 G135C
na ispoljenu toksi¢nost hemioterapije primenom dominantnog i recesivnog modela.

Pacijenti sa vs p vrednost
bez toksicnosti
Gen/Model Genotip (Pearson 2
OR (95% CI) test)
TP53/RAD51 ArgArg/GG vs. ArgArg/GC+CC 0.07 (0.01 - 0.70) 0.03
TP53/XRCC1 ArgArg/ArgArg vs. 1.27 (0.28 - 5.87) 0.76
ArgArg/ArgGln+GInGIn
XRCC1/RAD51 ArgArg/GG vs. ArgArg/GC+CC 2.22 (0.57 - 8.65) 0.40
ArgArg+ArgGln/GG vs. 1.33 (0.49 - 3.60) 0.75
ArgArrg+Gln/GC+CC
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5. DISKUSIJA

Zahvaljuju¢i boljem razumevanju molekularne osnove karcinogeneze karcinoma plu¢a,
otkrivanju specificnih genetickih alteracija koje predstavljaju osnovu onkogene adikcije kao i
primeni imunoterapije, od pocetka dvadesetprvog veka novi terapijski modaliteti su zauzeli
primat u leCenju metastatskog NSCLC koji je ranije drZala hemioterapija, narocito u prvoj liniji
leCenja metastaske bolesti. Medutim, primena hemioterapije i dalje ima svoje vazno mesto kod
pacijenata Ciji tumori nemaju neku od mutacija koje se mogu ciljati a kod kojih postoje
kontraindikacije za primenu imunoterapije, u drugoj i kasnijim linijama lec¢enja kada je u prvoj
liniji primenjena imunoterapija, i veoma znacajno, u prvoj liniji terapije u kombinaciji sa
imunoterapijom (8,9). Takode, u mnogim delovima sveta, imunoterapija jo$ uvek nije odobrena
od strane regulatornih i osiguravajucih agencija, te je primena hemioterapije i dalje osnova
lec¢enja (9). Kada se u lecenju NSCLC primenjuje hemioterapija, platinski dubleti predstavljaju
standard, i to kombinacija platine i nekog od citostatika tre¢e generacije (taksani, vinorelbin,
gemcitabin), obzirom da su studije objavljene oko 2000. godine pokazale prednost kombinacija
sa ovim lekovima u pogledu efikasnosti, profila toksi¢nosti i kvaliteta Zivota, dok prakti¢no nije
pokazana prednost u preZivljavanju u odnosu na kombinacije sa starijim lekovima. Rezultati u
pogledu efikasnosti ovih rezima svakako nisu impresivni u danasnje vreme primene ciljane i
imunoterapije, sa stopom odgovora izmedu 20 i 30%, medijanom PFS od svega 4.5 meseci i
medijanom OS od 8.5 meseci. Koji ¢e od ovih reZima biti primenjen je individualna odluka za
svakog pacijenta uzimajuci u obzir razlike u toksi¢nostima, jer je velika studija ECOG1594 iz
2002. godine pokazala da prakticno nema razlike u vremenu do progresije i ukupnog
preZivljavanja (9,85,86). Takode, efikasnost cisplatine kao i svih drugih citotoksi¢nih lekova je
ogranicena i razvojem neZeljenih efekata na zdrava tkiva. Ucestalost neZeljenih dejstava lekova
je obi¢no oko 0,1%, dok kod citostatika iznosi oko 90%, Sto jasno ukazuje na znacaj njihovog
pracenja, prepoznavanja i primene odgovarajuce terapije (81,141).

U svakodnevnoj klinickoj praksi medutim, jasno je vidljivo da postoje znacajne razlike u
efikasnosti i toksicnosti hemioterapije izmedu pacijenata. Trend u modernoj onkologiji jeste
personalizacija terapijskog pristupa, odnosno primena odgovarajue terapije za svakog
pacijenta, ¢ime bi se povecala efikasnost primenjenog tretmana a minimizovala neZeljena
dejstva. Da bi se obezbedio ovakav personalizovani pristup, neophodno je pronaci Sto viSe
karakteristika tumora ili samog pacijenta koje bi sluZile kao faktori predikcije terapijskog
odgovora ili kao faktori rizika za razvoj neZeljenih efekata. Neki od ovih prognostickih faktora
su odavno poznati, kao Sto je ECOG PS, odnosno opSte stanje pacijenta i stadijum bolesti (8,9).
Medutim, razlike u efikasnosti i toksi¢nosti primenjene terapije se ne mogu u potpunosti
objasniti samo ovim poznatim faktorima niti karakteristikama tumora i demografskim
karakteristikama pacijenta. Ranija istraZivanja su pokazala uticaj i genetskih ¢inioca na razvoja
malignih bolesti, efikasnost raznih lekova, ne samo citostatika pa samim tim i prognozu,
odnosno prezivljavanje pacijenata (UBACI REFFF). Stoga su ispitivanja uzroka ovih razlika
ukljucila i genetske Cinioce kao Sto su mutacije odredenih gena, nivo ekspresije gena i
polimorfne varijante. Postoje podaci da mutacije i polimorfizmi gena koji u regionima koji
kodiraju proteine ili u promotorskim regionima ucesnika kaskade popravke DNK uti¢u na
ekspresiju tih gena i samu efikasnost sistema popravke DNK. Ukoliko je efikasnost ovih sistema
sniZzena u malignoj Celiji, ona nece biti u mogucnosti da ukloni DNK adukte stvorene pod
dejstvom cisplatine, samim tim ¢e dejstvo cisplatine na tumor biti jaCe, a prezivljavanje
pacijenta duZe (142).

U cilju pronalaZenja novih uzroc¢nika uocenih interindividualnih razlika, u ovom radu je
ispitivan uticaj genskih polimorfizama gena TP53 i dva gena koji ucestvuju u mehanizmu
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popravke DNK, XRCC1 i RAD51, ¢iji smo znacaj u proceni rizika za razvoj karcinoma pluca u
nasoj populaciji prethodno opisali (143). Uticaj ovih i drugih polimorfizama navedenih gena na
efikasnost platinske hemioterapije NSCLC je i ranije ispitivan, uglavnom na azijskoj populaciji i
cesto uz nekonkluzivne ili ¢ak oprecne rezultate koji se moraju tumaciti i u smislu populaciono
specificnih demografskih i geneti¢kih karakteristika (126,144-146). Prema naSem saznanju,
do sada nije ispitivan uticaj ovih polimorfizama na efikasnost i toksi¢nost platinske
hemioterapije u nasoj zemlji.

U ovoj grupi od 121 pacijenta lecenih platinskom hemioterapijom u dve velike ustanove
u Srbiji registrovana je medijana vremena do progresije bolesti (mPFS) od 5.65 meseci (4.76-
6.54) i medijana ukupnog preZivljavanja od 10.05 meseci (8.15-11.96), Sto je u skladu sa
literaturnim podacima za primenu samo platinske hemioterapije u odmaklom adenokarcinomu
pluca (9). Detektovan je statisticki znacajan uticaj opSteg stanja pacijenta, odnosno ECOG PS, na
vreme do progresije bolesti, Sto potvrduje dobro poznatu ¢injenicu da ECOG PS predstavlja
nezavistan prognosticki faktor u karcinomu pluca. Interesantno, ovaj faktor nije imao znacajan
uticaj na ukupno prezivljavanje u ovoj grupi pacijenata, Sto se moze objasniti relativno malim
brojem ispitvanih uzoraka. Druge ispitane karakteristike pacijenata i tumora nisu ispoljile
znacajan uticaj na prezivljavanje pacijenata. Takode nije bilo razlika u preZivljavanju u odnosu
na vrstu hemioterapijskog rezima, kao ni u odnosu na vrstu platinskog derivata koji je
primenjen. Ispoljena toksi¢nost je takode bila u skladu sa literaturnim podacima za platinsku
hemioterapiju, bilo koji gradus toksi¢nsoti je zabeleZen kod 52.1% pacijenata, a toksi¢nost
gradusa 3 i viSe kod 38%. Dominantne toksi¢nosti, o¢ekivano, bile su neutropenija kod 33.4%,
leukopenija kod 30.6%, anemija kod 36.4% i mucnina kod 27.3% pacijenata. Ispoljena
toksi¢nost visokog gradusa je uglavnom bila hematoloSka, koja je kod 2 pacijenta naZalost
dovela do smrtnog ishoda u septicnom stanju kao posledica febrilne neutropenije. Kod
pacijenata koji su imali toksi¢nost visokog gradusa registrovano je statisticki znaCajno duze
mPFS, 7.29 (5.31-9.28) prema 5.06 (4.08-6.04) meseci, p=0.012. Broj ispoljenih toksi¢nosti je
takode uticao na mPFS, pacijenti kod kojih su zabeleZene 2 i viSe toksi¢nosti su imali duZi mPFS,
7.59 (5.43-9.75) prema 4.47 (2.81-6.13) meseci, p=0.004, odnosno S$to je viSe razlicitih
toksi¢nosti zabelezno, duza je mPFS. Isti uticaj je viden i u odnosu na mOS, koja je bila duza kod
pacijenata sa ispoljenom toksi¢no$¢u bilo kod gradusa, 13.63 vs 6.44 meseci, p=0.001, kod
pacijenata sa 2 i viSe razliitih toksi¢nosti, 15.67 (13.55-17.79) prema 8.57 (6.22-10.93),
p=0.032, odnosno $to je vise toksi¢nosti ispoljeno, duZe je i prezivljavanje. Ovi rezultati se mogu
lako objasniti samim mehanizmom dejstva hemioterapije, koji utice kako na efikasnost, tako i
na toksi¢nost.

[spitivani polimorfizmi gena XRCC1, RAD51 i TP53 samostalno nisu ispoljili znacajan
uticaj na PFS i OS u ovoj grupi pacijenata. Medutim, registrovan je znacajan uticaj pojedinih alela
i genotipova na ispitivane varijable. Nosioci 399ArgArg genotipa gena XRCC1, wild type
homozigoti, su imali duZe ukupno prezivljavanje u dominantnom modely, ali ne i u recesivnom,
Sto znaci da je samo homozigotni genotip faktor bolje prognoze. S obzirom na to da prisustvo
recesivnog Gln alela indukuje formiranje XRCC1 proteina sa snizenom moc¢i popravke osStecenja
DNK, losiji odgovor na hemioterapiju i/ili krace preZivljavanje pacijenata koji su nosioci ovog
alela moZe se objasniti sniZenom tolerancijom tumorskih celija na oSte¢enja DNK izazvanog
hemioterapijom. U istraZivanjima drugih autora, rezultati su oprecni i cesto nekonkluzivni. Tan
i autori su 2016. godine objavili meta analizu 111 studija koje su na preko 18000 pacijenata
ispitivale uticaj polimorfizama na efikasnost platinske i hemioterapije i zakljucili da nosioci
ArgAgr genotipa ovog polimorfizma imaju bolju stopu odgovora (eng.response reta, RR), ali ne
i duZe vreme do progresije bolesti i ukupno prezivljavanje (147). U meta analizi Yuana i
saradnika 2015.godine (142) pokazani su sli¢ni rezultati, koji su u skladu i sa rezultatima
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dobijenim na naSoj grupi pacijenata. Nosioci GIn alela su imali niZu stopu odgovora u
dominantnom modelu ispitivanja, ali interesantno, u analizi podgrupa ovaj nalaz nije potvrden
kod pacijenata kavkaske rase, ve¢ samo kod Azijata. Takode, ovi pacijenti imaju kra¢e ukupno
prezivljavanje i vedi rizik za smrt od karcinoma pluca (p=0.043). Nije bilo razlike u vremenu do
progresije bolesti ni u jednom modelu nasledivanja. Slicne podatke su izneli Jian i saradnici u
meta analizi 17 studija sa preko 2200 pacijenata objavljenoj 2012. godine (148). U njihovoj
analizi nosioci ArgAgr genotipa su u dominantnom modelu imali bolju stopu odgovora (OR
0.455 (0.313-0.663, CI 95%), p=0.0001), a Sto se tice preZivljavanja detektovan je trend ka
duZem preZivljavanju ovih pacijenata, medutim zbog velike heterogenosti izmedu analiziranih
studija nije se mogla uraditi adekvatna statisti¢ka analiza. Liao i autori su 2012. godine ispitivali
uticaj ovog polimorfizma na efikasnost hemioterapije koja je sadrzala gemcitabin i platinu i
pokazali da su nosioci recesivnog GInGln genotipa imali znacajno kra¢e ukupno preZzivljavanje
u odnosu na ArgArg i ArgGln genotipove, mOS 22 meseca (CI 95%, 10-34) dok medijana nije
dostignuta za druge dve grupe pacijenata, p=0.005, $to je potvrdeno i u recesivnom modelu
ispitivanja, sa HR 0.29 (0.12-0.705, CI 95%) i log-rank p=0.006 (149). Sa druge strane, u meta
analizi Gua i saradnika 2015. godine (150) nije potvrden uticaj polimorfizma Arg399GIn gena
XRCC1 na RR ni OS (OR 0.82) u celoj grupi, a primeceno je da su nosioci ArgGln genotipa samo
kineskog porekla imali manju osetljivost na cisplatinsku hemioterapiju, Sto nje videno kod
pripadnika bele rase. U meta analizi Li i autora 2017. godine na 19 studija i preko 2800
pacijenata pokazani su interesantni rezultati u odnosu na rasnu pripadnost pacijenata (146).
Naime, u celoj grupi pacijenata nije viddjena povezanost polimorfizma Arg399Gln sa stopom
odgovora i sa ukupnim preZivljavanjem, ali je u dominantnom modelu videna povezanost Gln
alela sa loSim odgovorom na terapiju (OR 0.72 (CI 95%, 0.50-1.04, p= 0.000) samo u azijskoj
populaciji. Takode, detektovano je duze preZivljavanje nosioca Gln alela u odnosu na ArgArg
genotip kod azijata (HR 0.65 (95% CI: 0.43-0.98, p=0.003), dok je kod pripadnika bele rase
videno krace preZzivljavanje nosioca GInGln genotipa (GInGln vs ArgArg: HR 2.29 (CI 95%: 1.25-
3.33) p=0.045), kao i u nasoj grupi pacijenata koji su svi bili pripadnici bele rase. Takode, Liu i
saradnici nisu pokazali uticaj ovog polimorfizma na stopu odgovora i ukupno prezivljavanje
(151). Svi ovi rezultati potvrduju poznatu Cinjenicu da je znacajan uticaj rasne pripadnosti
pacijenata, a sa druge strane jasno je da su rezultati i dalje nekonkluzivni i znacajno razliciti.
Treba imati u vidu i da je udeo pacijenata bele, kavkaske rase znatno manji od azijata u svim
ovim analizama, $to Cini naSe istrazivanje na iskljucivo pripadnicima bele rase utom znacajnijim
i korisnim za buduce meta analize.

Polimorfizam G135C gena RAD51 u ovom istrazivanju nije pokazao statisticki znacajnu
povezanost sa vremenom do progresije bolesti niti sa ukupnim preZivljavanjem. Nije bilo
znacajnog uticaja ni pojedina¢nih genotipova koriS¢enjem dominantnog i recesivnhog modela.
Nema mnogo literaturnih podataka o uticaju ovog polimorfizma na efikasnost platinske
hemioterapije kod NSCLC. Nogueira i saradnici (115,125) su u svom istraZivanju pokazali da
nosioci recesivnog C alela imaju duZe ukupno prezivljavanje koriS¢enjem dominantnog modela
(CC+CG vs GG, mOS 56.0 vs 41.7 meseci, p=0.024). Takode su zakljucili da je uticaj ovog
polimorfizma na preZivljavanje u vezi i sa puSenjem, odnosno statisticki znacajna razlika postoji
samo kod puSaca/bivSih pusaca, dok kod nepusaca te razlike nema. U nasoj grupi pacijenata
nije bilo uticaja ovog polimorfizma na prezivljavanje bez obzira na pusacki status. Interesantni
su podaci Yin-a i saradnika koji su ispitivali uticaj polimorfizma G135C gena RAD51 na ukupno
prezivljavanje i rizik od pojave radijacionog pneumonitisa u grupi od preko 220 pacijenata koji
su leceni kombinacijom platinske hemioterapije i transkutane zracne terapije pluca i
medijastinuma i pronasli da nosioci C alela imaju veci rizik od rane smrti, odnosno krace ukupno
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prezivljavanje (CG+CC vs GG u multivarijantnoj analizi HR=1.70; 95% CI, 1.14-2.62, P=0.009)
kao i vedi rizik za razvoj radijacionog pneumonitisa (152).

U nasoj grupi pacijenata, nije bilo statisticki znacajnog uticaja polimorfizma Arg72Pro
gena TP53 na vreme do progresije bolesti ni ukupno preZivljavanje, kako izmedu pojedinacnih
genotipova, tako ni koriS¢enjem dominantnog i recesivnog modela, mada je primecen trend ka
duZem preZivljavanju nosioca Arg alela u dominantnom modelu, bez dostizanja statisticke
znacajnosti (13.2 meseci (10.0 - 16.5) vs. 10.7 meseci (8.1 - 13.3), Log Rank (Mantel-Cox)
p=0.288). Kao i slucaju prethodna dva polimorfizma, literaturni podaci o uticaju ovog
polimorfizma na preZivljavanje pacijenata sa NSCLC su razlic¢iti i nekonkluzivni. Kumari je
analizirao njegov uticaj na 420 pacijenata u Indiji i nije pokazao povezanost na stopom
terapijskog odgovora, ali je prisustvo Pro alela uticalo na duZe ukupno preZivljavanje, narocito
u homozigotnom obliku (p=0.003). Ova razlika je narocito vidljiva kod osoba Zenskog pola
(145). Sli¢ni podaci su dobijeni na skoro 1000 pacijenata u istrazivanju u Japanu (153). Nosioci
ProPro genotipa su imali znacajno bolju stopu odgovora u odnosu na ArgArg (54.3% vs 29.1%),
znacajno duzi PFS (HP 0.85, CI 95%, 0.74-0.98, p=0.020) i znacajno duze OS (HR 0.86, CI 95%,
0.74-0.99, p=0.037), narocito u grupi skvamocelularnih karcinoma. Suprotno ovim rezultatima,
analiza uCinjena na oko 100 pacijenata isklju¢ivo kavkaske rase u Belgiji, stadijuma I-IV
pokazala je da je prisustvo Pro alela nezavistan prognosticki factor loSijeg preZivljavanja,
narocito u stadijumu I (p=0.032) (154). Sli¢ne rezultate su objavili Liu i saradnici 2017. godine
na oko 200 pacijenata stadijuma III-IV koji su leCeni platinskom hemioterapijom (130). U
njihovom istraZivanju nosioci ProPro genotipa su imali znacajno krace preZivljavanje u odnosu
na nosioce ArgArg genotipa (12.0 vs 20.0 meseci, log-rank p=0.002, HR 1.86, C1 95%, 1.15-3.02).
[ ranije analize, kao ona Hana i saradnika iz 2008.godine (155) su pokazale da je prisustvo Pro
alela povezano sa losijim odgovorom na terapiju i kra¢im preZzivljavanjem. Ovi autori su na
grupi od 148 NSCLC pacijenata pokazali da su nosioci ProPro genotipa ceS¢e imali PD na prvoj
kontroli u odnosu na nosioce ArgPro i ArgArg genotipova (56% vs 28%, p=0.018), kao i da su
imali kra¢i PFS, 2.7 (CI1 95% 1.9-3.6) prema 4.6 (3.8-5-5) meseci. Funkcionalni SNP Arg72Pro
gena TP53 u kodonu 72 egzona 4 dovodi do zamene arginina prolinom u sintetisanom TP53
proteinu i promene u konformaciji proteina. Ovaj polimorfizam pogada domen TP53 proteina
koji je bogat prolinom, Sto je neophodno za proapoptotsku aktivnost proteina, odnosno protein
TP53-72Arg je 3 do 4 puta efikasniji u izazivanju apoptoze od proteina TP53-72Pro. Sa druge
strane, prisustvo Pro alela povezano je i sa lakSim zaustavljanjem ¢elijskog ciklusa u fazi G1 $to
daje viSe vremena mehanizmima popravke DNK u kojima ucestvuje TP53, te takve maligne
Celije duZe Zive i manje su osetljive na toksi¢no dejstvo spoljnih faktora, kakvi su citostatici
(156,157). Stoga se krace ukupno prezivljavanje pacijenata nosioca Pro alela, iako u nasoj grupi
bez statisticki znacajne razlike, moZe objasniti ovim opisanim konformalnim promenama TP53
proteina. Znacajno je imati u vidu i poznate razlike u frekvenciji pojave odredenih varijanti ovog
gena medu pripadnicima razli¢itih rasa etnickih grupa Sto dalje komplikuje i ovako
nekonkluzivne rezultate.

Drugi deo ovog istraZivanja se odnosio na ispitivanje uticaja ovih polimorfizama na
ispoljenu toksi¢nost platinske hemioterapije uopste i posebno toksi¢nosti visokog gradusa, koja
je ovde definisana kao toksi¢nost gradusa 3 i viSe. Ukupno je toksi¢nost registrovana kod 63
(52.1%) pacijenata, a visokog gradusa kod 46 (38.0%). Ukljucivala je hematolosku (leukopenija,
neutropenija, anemija, trombocitopenija), zatim dijareju, mucninu, povracanje, neuropatiju,
nefro i hepatotoksi¢nost, Sto je sve karakteristicno za primenu platinske hemioterapije.
Rezultati se mogu komentarisati u skladu sa literarnim podacima, koji su, kao i u slu¢aju uticaja
na efikasnost terapije, razli¢iti i Cesto kontradiktorni. Sto se tie uticaja polimofrizma
Arg399GIn gena XRCC(1, nije registrovana statisticki znacajna razlika u pojavi toksi¢nosti bilo
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kog gradusa u odnosu na pojedinacni genotip (Pearson x? p-0.642), kao ni koriS¢enjem
dominantnog (Pearson x2 p-0.730) i recesivnog (Pearson x2 p-0.653) modela nasledivanja. U
odnosu na toksi¢nost visokog gradusa takode nije videna statisticki znacajna razlika ni
pojedinacno ni koriS¢enjem dominantnog i recesivnog modela nasledivanja, odnosno ispitivana
polimorfna varijanta gena XRCC1 u ovoj grupi pacijenata nije imala uticaj na pojavu toksi¢nosti
visokog gradusa. Nema statisticki znac¢ajnog uticaja ni na broj ispoljenih razli¢ith toksi¢nosti, ali
se stice utisak, numericki gledano, da se viSe toksicnosti istovremeno javlja kod nosilaca Arg
alela. Videni su, medutim neki zanimljivi uticaji na specificne toksi¢nosti. Postoji statisticki
znacajna razlika u pojavi anemije u recesivnom modelu (p=0.025). Takode postoji statisticki
znacajna razlika u pojavi neuropatije izmedu pojedinacnih genotipova, (Arg//Arg vs Arg/Gln vs
GIn/GIn 4.9% vs 2.9% vs 2.0%, p=0.034), a visoko statisti¢ki znacajna razlika u recesivnhom
modelu (Arg/Arg + Arg/Gln vs GIn/Gln 8.9% vs 2.0%, p=0.004). Ovi rezultati pokazuju da su
nosioci Arg alela, u bilo kom obliku, homo- ili heterozigotnom pod ve¢im rizikom za razvoj
anemije i neuropatije. Numericki se vidi ceSc¢a pojava i nefrotoksi¢nosti, dijareje i emeze kod
nosilaca Arg alela, ali u tim sluc¢ajevima nije detektovana znacajna razlika, medutim radi se o
veoma malim brojevima pacijenata, Sto moze uticati na takav rezultat. Ovi rezultati su u skladu
sa istraZivanjem Penga i saradnika, koji su 2014. ispitivali uticaj ovog polimorfizma na
efikasnost i toksi¢nost platinske hemioterapije i pokazali da je incidenca pojave hematoloske
toksiCnosti gradusa 3 i 4 statisticki znacajno veca kod nosilaca ArgGln (aOR 1.852, 95% CI
1.019-3.363, p=0.029) ili ArgArg genotipa (aOR 5.192, 95% CI 1.22-22.088, p=0.032) u odnosu
na GInGIn genotip, kao i u recesivnom modelu ArgArg+ArgGln vs GlnGln OR 2.135, 95% CI
1.207-3.777, p=0.009, odnosno, kao i u nasoj analizi, nosioci Arg alela su pod znacajno veéim
rizikom da razviju hematoloSku toksi¢nost (158). Zheng i kolege (104) su 2017. godine
ispitivali uticaj 97 polimorfizama u 54 gena koji su ukljuceni u sisteme popravke DNK i pokazali
povezanost Arg alela ovog polimorfizma sa pojavim gastrointestinalne toksi¢nosti, leukopenije
i trombocitopenije (p=0.033, p=0.040 i p=0.021, respektivno). Postoje i oprecni rezultati
povezanosti ovog polimorfizma i toksi¢nosti. U analizi Spanskih autora iz 2016. godine (159)
nosioci ArgGln i GInGIn genotipova su imali ve¢i rizik za pojavu viSe od dve vrste toksi¢nosti
(p=0.0459), a nosiosi GInGln homozigotnog genotipa su bili pod ve¢im rizikom da razviju
nefrotoksi¢nost visokog gradusa (p=0.038), za razliku od nasih rezultata gde se ¢ini da se
nefrotoksi¢nost ceSce javlja kod nosilaca Arg alela. Da vedi rizik od pojave toksi¢nosti nosi Gln
alel pokazali su i Wang i kolege jos 2008. godine u svojoj analizi pacijenata u jednoj instituciji u
Kini (160). Njihovi pacijenti nosioci bar jednog Gln alela su imali znacajno vec¢i rizik da razviju
bilo koju toksi¢nost visokog gradusa (OR 2.05, 95% CI 1.02-4-10, p=0.04) i gastrointestinalnu
toksi¢nost visokog gradusa (OR 2.53, 95% CI 1.066.03, p=0.03). Za razliku od svega do sada
navedenog, Li et al 2011.godine (161), Sullivan et al 2014. (162) i Liu 2016 (163) u svojim
istrazivanjima nisu na$li znacajan uticaj polimorfizma Arg399Gln gena XRCC1 na pojavu
toksicnosti platinske hemioterapije kod NSCLC. Iz svega navedenog, ocigledno je da postoje
populaciono-specificne razlike koje bi trebalo ispitati posredstvom meta-analiza koje bi
ukljucivale veliki broj studija uradenih na vise geneticki razli¢itih populacija.

Nije registrovana statisti¢ki znacajna razlika u pojavi toksi¢nosti bilo kog gradusa u
odnosu na pojedinacne genotipove polimorfizma G135C gena RAD51 (Pearson x2 p-0.953), kao
ni koris¢enjem dominantnog (Pearson x2 p-0.767) i recesivnog (Pearson x2 p-0.979) modela
nasledivanja, a razlike nema ni u pojavi vise od jedne vrste toksi¢nosti. Sto se ti¢e pojave
toksic¢nosti visokog gradusa, uvidom u pojedinacne podatke stiCe se utisak da se ovaj nivo
toksi¢nosti ¢eSc¢e javljao kod pacijenata koji su nosioci G alela (nijedan paijent sa C/C genotipom
nije imao visoku toksic¢nost), ali ovako videne razlike nisu potvrdene ucinjenim statistickim
analizama. Interesantno je zapaZanje da se kod nijednog nosioca homozigotnog genotipa CC nije
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javila neutropenija, trombocitopenija, dijareja, emeza, neuropatija niti neforotoksi¢nost, ali
statisticke metode nisu potvrdile znac¢ajnost ovog opazanja u smislu uticaja na pojavu ovih vrsta
toksiCnosti, Sto se moZe pripisati relativo ogranicenom broju ispitivanih uzoraka. Statisticki
znacajan uticaj je jedino detektovan u recesivnom modelu u odnosu na pojavu neutropenije
(p=0.027), odnosno prisustvo G alela u bilo kom obliku ¢ini pacijenta podloZnijim za razvoj
neutropenije bilo kog gradusa. Nema mnogo literaturnih podataka o uticaju ovog polimorfizma
na toksi¢nost hemioterapije u NSCLC. U ve¢ pomenutoj analizi Zhenga i kolega (104) viden je
uticaj ovog polimorfizma na hematoloSku toksi¢nost u celini a narocito leukopeniju. Naime, i
njihovi rezultati ukazuju da prisustvo G alela dovodi do statisticki znacajno CeS¢e pojave
hematoloske toksi¢nosti (OR 0.552, 95% CI 0.330-0.924, p=0.024) i leukopenije visokog
gradusa (OR 0.4343, 95% CI 0.200-0.949, p=0.037). Erculj i saradnici su ispitivali uticaj ovog
polimorfizma, izmedju ostalih, na toksi¢nost hemioterapije u sastavu gemcitabin-cisplatin (koja
predstavlja jedan od koriS¢enih hemioterapijskih protokola i u naSem istrazivanju), kod
pacijenata sa mezoteliomom pleure, ali nisu pokazali znacajan uticaj (164).

Polimorfizam Arg72Pro gena TP53 u naSoj grupi pacijenata nije ispoljio statisticki
znacajan uticaj na pojavu toksic¢nosti bilo kog gradusa, toksi¢nosti visokog gradusa niti viSe od
jedne vrste toksi¢nosti, bez obzira na model ispitivanja. Medutim, ispoljen je uticaj ovog
polimorfizma na pojedine vrste toksi¢nosti. Najveéi uticaj viden je u pojavi trombocitopenije,
gde je videna statisticki znacajna razlika izmedu pojedinac¢nih genotipova (ArgArg vs ArgPro vs
ProPro kod 5.7% vs 6.6% vs 5.7% pacijenata, p=0.048), a narocito ispitivanjem pomocu
recesivnog modela(p=0.014), Sto ukazuje da su nosioci Pro alela u homozigotnom obliku pod
veéim rizikom za pojavu trombocitopenije. Ova razlika je narocito znacajna u odnosu na pojavu
trombocitopenije visokog gradusa, izmedu pojedinac¢nih genotipova sa p=0.045, a u recesivnom
modelu sa p=0.015. Druga znacajna razlika videna je u pojavi mucnine, gde postoji razlika u
dominantnom modelu. Literaturni podaci retko se odnose na pojedinacne vrste toksi¢nosti kao
u nasoj analizi, ve¢ se toksi¢nosti uglavnom grupiSu u hematoloske i nehematoloske. Tako, u
kineskoj analizi 640 pacijenata sa NSCLC tretiranih platinskom hemioterapijom, genotip ArgArg
Arg72Pro gena TP53 je bio povezan sa ¢eS¢om pojavom gastrointestinalne toksicnosti (OR
0.274, 95% CI 0.101-0.746, p=0.011) (165). Analizu su sproveli i Wang i saradnici na 119
pacijenata u Kini koji su primali hemioterapiju u sastavu etopozid-cisplatin u lecenju stadijuma
4 sitnocelijskog karcinoma pluca i pokazali statisticki ¢eS¢u pojavu neutropenije gr.3 i 4 kod
nosilaca ProPro genotipa (166). S druge strane, u meta analizi Liu i saradnika objavljenoj 2020.
godine analizom rezultata 4 studije sa preko 1000 pacijenata nije pokazana znacajna
povezanost polimorfizma Arg72Pro gena TP53 sa pojavom hematoloske toksi¢nosti gradusa 3
i 4 (OR = 0.82, 95% CI 0.59-1.15, p=0.25), a ni kasnijom analizom po podgrupama prema
etnickoj pripadnosti (167). Okishiro i saradnici su pokazali statisticki znacajno vecu incidenciju
febrilne neutropenije kod nosilaca ProPro genotipa u odnosu na ArgArg+ArgPro genotipove
(58.3% vs 27.3%, p=0.03) kod pacijenata koji su primali cisplatinsku hemioterapiju za
metastatski karcinom dojke (168). I kod pacijentkinja leCenih platinskom hemioterapijom za
metastatski karcinom ovarijuma ProPro genotip je bio statisticki znac¢ajno povezan sa pojavom
neutropenije visokog gradusa (OR 8.57, 95% CI 1.05-69.8; p=0.023) (169). lako se radi o
ispitivanjima u drugim tipovima kancera, primenjena hemioterapija je u svim radovima bila
bazirana na cisplatini, te se mogu izvucéi zakljucci o uticaju polimorfizma Arg72Pro na ispoljenu
toksicnost. Interesantan je rezultat Borchiellini-ja i saradnika iz 2017. godine (170) da je Pro
alel polimorfizma Arg72Pro gena TP53 povezan sa znacajno povecanim rizikom od razvoja
osteonekroze kod pacijenata kod kojih je primenjena zracna terapija u leCenju karcinoma ORL
regije, Sto bi moglo ukazati na njegov znacaj generalno u prognozi ishoda lecenja i toksi¢nosti.
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Vecina studija potencijalne efekte genetickih varijanti na razvoj i/ili progresiju bolesti
razmatra pojedinacno. Poznato je medutim da postoje tzv. epistatski odnosi izmedu gena,
odnosno da zajednicko prisustvo odredenih genetickih varijanti moZe imati uticaj na ceSce
javljanje i progresiju bolesti. Testiranje zajednickih efekata varijanti razli¢itih gena na odredene
aspekte bolesti i lecenja, moZe doprineti boljem razumevanje kako molekularne patogeneze
kompleksnih bolesti, ukljucujuci i malignih, tako i Sirenje i osetljivost na lecenje (171). Imajuci
u vidu ulogu proteinskih produkata kako gena XRC(C1, tako i gena RAD51 u popravci oSteCenja
na molekulu DNK, kao i njihovu interakciju sa tumor supresorskim proteinima, kao $to su TP53,
BRCA1 i BRCA2Z, u ovom ispitivanju je analiziran i njihov potencijalni uzajamni efekat na
efikasnost terapije i toksicnost. Jedini statisticki znacajan rezultat je viden kod nosioca
TP53/RAD51 ArgArg/GC+CC genotipova, koji su imali vedéi rizik za razvoj toksi¢nosti u celini.
Ove kombinovane analize mogu biti korisne pri buducoj konstrukciji specificnih prognostickih
i prediktivnih panela biomarkera koji ukljuc¢uju analizu velikog broja gena istovremeno.

Ogranicenja ovog istraZivanja se najpre ogledaju u Cinjenici da je delom retrospektivne
prirode, kao i da se radi o relativno malom broju ispitivanih pacijenata. Medutim, prema nasim
saznanjima, ovo je prvo istrazivanje u nasSoj zemlji i region koje je obuhvatilo pacijente sa
odmaklim adenokarcinomom plué¢a a koje se bavilo uticajem genetic¢kih ¢inioca na pojavu
specifitne toksi¢nosti platinske hemioterapije odnosno polimorfizama gena XRCC1, RAD51 i
TP53. Neophodno je sprovodenje multicentri¢nih studija na ve¢em broju pacijenata iz razlicitih
populacija kako bi se detaljnije ispitao uticaj ovih i drugih polimorfizama na efikasnost i
toksicnost terapije i moZda, konstruisao prognosticki algoritam koji bi omogucio pribliZavanje
modela precizne medicine u svakodnevnu klini¢ku praksu primene platinske hemioterapije.
Jasno je da bi obzirom na komplikovane signalne puteve unutar maligne Celije, kompleksne
mehanizme popravke DNK kao i medusobne komunikacije za koju se zna da postoji izmedu
malignih cCelija, takav prognosticki algoriatm morao biti prilicno kompleksan i obuhvatiti
mnogo viSe razlicitih gena i njihovih polimorfizama od onih obuhvacenih ovim istrazivanjem. S
druge strane, vazno je razviti pristupacne i finansijski isplative prognosticke alate koji bi mogli
biti od koristi u predvidanju efikasnostii toksi¢nosti terapije, jer je cena velikih panela baziranih
na NGSu nepristupacna za svakodnevnu klinicku praksu, narocito u nerazvijenim i zemljama u
razvoju. Znacaj primene polimorfizama gena u eventualnoj predikciji odgovora i toksi¢nosti
terapije ogleda se i u ¢injenici da se radi o metodi koja ne zahteva novu biopsiju, ve¢ se koristi
ve¢ dostupan tumorski materijal, a znamo da je svaka nova biopsija kod pacijenata sa karcinom
pluca Cesto tesko izvodljiva. Takode, moguce je analizu izvesti i u nedostatku biopsije, analizom
genetickog materijala Celija periferne krvi uzete u trenutku redovnih analiza krvne slike, $to je
minimalno invazivno po pacijenta.
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6. ZAKLJUCCI

Rezultati ove doktorske disertacije koja je analizirala uticaj genetickih varijanti XRCC1
Arg399GIn i RAD51 G135C i TP53 Arg72Pro i Kklinickih faktora na efikasnost i ispoljenu
toksi¢nost platinske hemioterapije u uznapredovalom NSCLC pokazali su sledece:

1.

O ©

10.

11.

12.

13.

14.

ECOG performans status pacijenata na pocetku leCenja ima statisticki znacajan uticaj na
vreme do progresije bolesti i ukupno preZivljavanje, odnosno $to je losiji ECOG PS, to su
PFS i OS kraci

ECOG PS takode statisticki znacajno uti¢e na efikasnost primenjene hemioterapije,
merenu kroz stopu klinickog benefita, bolji PS dovodi do bolje efikasnoti hemioterapije
Vrsta platinskog derivata koji je primenjen u lecCenju statisticki znacajno uti¢e na
efikasnost hemioterapije, cisplatin je efikasniji od karboplatine

Ostali klinicki faktori pacijenta i tumora ispitivani u ovoj disertaciji nisu ispoljili znacajan
uticaj na efikasnost niti toksi¢nost primenjene hemioterapije

Pacijenti kod kojih je ispoljena toksi¢nost visokog gradusa imaju statisticki znacajno duzi
PFSi0S

Pacijenti kod kojih je ispoljeno viSe od jedne razli¢ite toksi¢nosti hemioterapije, imaju
statisticki znacajno duzi PFS i OS, pri ¢emu broj ispoljenih toksi¢nosti direktno utice na
duZinu PFSi OS

Nosioci Arg/Arg genotipa XRCC1 gena imaju bolju prognozu, odnosno prisustvo Arg/Agr
genotipa statisticki znacajno utic¢e na duZi PFSi OS

Nije dokazan uticaj ispitanih polimorfizama RAD51 i TP53 gena na duZinu PFS i OS

U ovoj grupi pacijenata, nije dokazan uticaj ispitivanih polimorfizama gena XRC(CI,
RAD51 i TP53 na terapijski odgovor, duZinu trajanja terapijskog odgovora i stopu
kontrole bolesti

Nosioci 399Arg alela XRCC1 gena su statisticki znac¢ajno podloZniji razvoju neuropatije i
anemije kao toksi¢nosti primenjene platinske hemioterapije

Nosioci 135G alela gena RAD51 su statisticki znacajno manje podlozni razvoju
neuropatije

Postoji statisticki znacajna razlika izmedu prisustva pojedinacnih genotipova u
ispitivanom polimorfizmu gena TP53 i pojavi trombocitopenije bilo kog gradusa
Nosioci 72Pro alela ispitanog polimorfizma gena TP53 su statisticki znacajno podloZniji
razvoju trombocitopenije tokom primene hemioterapije, narocito visokog gradusa
Nosioci 72Pro alela ispitivanog polimorfizma gena TP53 su statisticki znacajno
podlozniji razvoju mucnine tokom primene hemioterapije
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O6pa3sar K3sjaBe 0 ayTOPCTBY

U3jaBa o0 ayTOpCTBY

Mme u npe3ume aytopa: Jesena Cnacuh
Bpoj unpekca: 2019/5025

H3jaB/byjeMm
Jla je JOKTOpPCKa AUucepTalyja o HacJ0BOM:

JAcnuTHBawe ynuTalaja BapyujanTu y reHuma TP53, XRCC1 i RAD51 v KIMHUYKUX paKTopa Ha
ePUKACHOCT M HCNOJ/bEHY TOKCHYHOCT IJIATHHCKE XeMHUOTepanuje y Y3HalpeaoBaJoM
HecuTHOhe/IMjCKOM KapiuHoMy muyha“

e pe3yJITaT CONCTBEHOT UCTPAXKUBAYKOT Paia;

e la JUcepTalyja y LeJUHU HU Yy JeJI0BUMA HUje OWJa NpeAsoKeHa 3a CTUlamkbe Apyre
JIUIIJIOMe TIpeMa CTY/AUjCKUM MPOoTrpaMUMa JAPYruxX BUCOKOIIKOJICKUX YCTAHOBA;

e 1a Cy pe3yJITaTH KOPEKTHO HaBeJIEHU U

e /1a HMCAM KpLIKO/JIa ayTOpCKa MpaBa U KOPUCTHUO/J1a UHTEJIEKTyaJIHy CBOjUHY APYTHUX JIUIIA.

[Tornuc aytopa

Y Beorpapny,
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O6pa3al; M3jaBe 0 UCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U eJIEKTPOHCKE Bep3Uje JOKTOPCKOT paja

HW3jaBa 0 MICTOBETHOCTH LITaMNaHe U eJIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT
paaa

Wme u npe3ume aytopa: Jesena Cnacuh

Bpoj ungekca: 2019/5025

Ctyaujcku nporpaM: MosiekyiapHa MeJUIAHA

HacnoB paga: ,McnuTuBame ynuTanaja BapujaHTH y reHuMma TP53, XRCC1 i RAD51 wu
KJIMHUYKUX PaKTopa HA ePUKACHOCT U UCNOJ/bEHY TOKCUYHOCT IJIATUHCKE XEMUOTEpaINuje y
y3HaINpea0BaJoM HECUTHONEJIUjCKOM KapLiMHOMY muyha“

MenTop: [Ipod ap /byamuna Haropuu O6pasoBrh

H3jaB/byjeMm

Jla je mITaMIaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOI paZia UCTOBETHA €JIeKTPOHCKOj Bep3UjU KOjy caMm
npejao/na pajd IoxpawkuBawka y /[IMTMTAaJIHOM peno3uTOpUjyMy YHUBep3uTeTa Yy
beorpapy.

Jlo3Bo/baBaM Jla ce o6GjaBe MOjU JIMYHHM MOJALM Be3aHW 3a J00Hjarbe aKaJeMCKOI Ha3uBa
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UMe U Npe3ruMe, TOJIMHA U MeCTOo pohera U JaTyM oJi6paHe paja.

OBHY JIMYHU NOJALM MOTY ce 06jaBUTH Ha MPEXHUM CTpPaHUIAMa JUTUTalHe 6HUGJINOTEKE, Y
eJIeKTPOHCKOM KaTaJIoTy U y ny6/uKaljaMa YHuBep3uTeTa y beorpany.

[Torniuc aytopa

Y Beorpany,
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O6pa3sarn usjaBe o Kopuiihewy
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HaCJIOBOM:

JAcCUTHBawe ynuTalaja BapyujanTu y reHuMa TP53, XRCC1 i RAD51 v KIMHUYKUX paKTopa Ha
epUKaCHOCT ¥ MCIOJ/bEHY TOKCHYHOCT IJIATUHCKe XeMUOTepaluje Yy y3HalpeJoBaJoM
HecuTHOhe/IMjcCKOM KapiuHoMy muyha“

KO0ja je MOje ayTOPCKO JeJio.

JlucepTanujy ca CBUM NpUJO3UMMaA Npejao/ja caM y eJleKTPOHCKOM GopMaTy NMOrofgHoOM 3a
TPajHO apXUBHUpameE.
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