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Vazna napomena:

VN
Izvod: Napredak na polju molekularne biologije omoguéio
1Z je identifikaciju molekularnih markera za karcinom

bronha sa vrednim prognostickim i prediktivnim
znaCajem 1 njihova uloga kod uznapredovalog,
metastatskog oblika bolesti je u velikoj meri
istrazena, dok kod ranih stadijuma bolesti jos uvek
nije sasvim jasna. Cilj ovog istrazivnja bio je da se
utvrdi ucestalost najces¢ih genskih alteracija u
tumorskim ¢elijama bolesnika sa ranim stadijumom
adenokarcinoma bronha, da se utvrdi pojedinac¢na
zavisnost ispitivanih genskih alteracija u tumorskim
celijama sa  odredenim  klini¢ko-patoloskim
karakteristikama 1 da se utvrdi potencijalni
prognosticki znacaj pojedinacne genske alteracije u
tumorskim ¢elijama na vreme prezivljavanja bez
povratka bolesti i ukupno vreme prezivljavanja.
Istrazivanje je obuhvatilo 161 bolesnika sa
adenokarcinomom bronha, stadijuma bolesti od I do
IIA, kod kojih je sprovedena radikalna hirurska
resekcija u Institutu za pluéne bolesti Vojvodine u
periodu izmedju 2007 i 2014 godine. U tumorskim
uzorcima fiksiranim u parafinu odredjivane su
mutacije EGFR, KRAS i PIK3CA gena, ALK i ROS1
rearanzman i PD1 i PD-L1 ekspresija. Klinicko-
patoloske karakteristike su preuzete iz registra za
karcinom bronha Instituta za pluéne bolesti
Vojvodine. Ukupno prezivljavanje je raCunato od
dana operacije do dana smrti, a prezivljavanje bez
povratka bolesti je racunato od dana operacije do
momenta ponovne pojave bolesti. Od 161 testiranog

tumorskog uzorka, prisustvo mutacija detektovano je




kod 96 uzoraka (59.6%). Prisustvo mutacije KRAS
gena detektovano je kod 69 (42.9%), mutacije EGFR
gena kod 10 (6.2%), a mutacije PIK3CA gena kod 7
(4.3%) tumorskih uzoraka. ALK rearanzman je
detektovan kod 3 (1.9%), a ROS1 rearanzman kod 7
(4.3%) tumorskih uzoraka. PD-1 ekspresija
detektovana je u 71 tumorskom uzorku (45%), dok je
PD-L1 ekspresija detektovana u 59 tumorskih
uzoraka (36.6%). PD-1 ekspresija nije bila znacajno
povezana ni sa jednim od klincko-patoloskih
karakteristika (uklju¢uju¢i KRAS, EGFR, ALK,
ROS1 i PI3KCA status). PD-L1 ekspresija je bila
znacajno povezana sa tipom hirurgije (P = 0.01) i sa
prisustvom KRAS mutacije (P = 0.02). Mutacioni
status u domenu KRAS gena je bio znacajno povezan
sa godinama starosti (P = 0.004), polom (P = 0.006) i
pusackim statusom (P = 0.004). Mutacioni status u
domenu EGFR gena je bio znafajno povezan sa
pusenjem (P < 0.001) i sa godinama starosti (P =
0.013). Mutacioni statusi u domenu gena za ALK,
ROS1 i PI3KCA nisu bili znac¢ajno povezani ni sa
jednom  od  ispitivanih  klinicko-patoloskih
karakteristika. Prisustvo PD-1 ekspresije je bilo
zna¢ajno povezano sa prezivljavanjem bez povratka
bolesti (P = 0.03) i ukupnim prezivljavanjem (P =
0.01). PD-L1 ekspresija, KRAS, EGFR, ALK, ROS1
i PIK3CA mutacioni status nisu bili znacajno
opvezani sa prezivljavanjem bez povratka bolesti i
ukupnim prezivljavanjem. Najces¢e detektovane
genske alteracije su mutacije u domenu KRAS i
EGFR gena. Prisustvo KRAS mutacije je znacajno
povezano sa godinama starosti ispitanika, polom i
pusackim statusom dok je prisustvo EGFR mutacije

znacajno povezano sa godinama starosti ispitanika i




pusackim statusom. Prisustvo PD-L1 ekspresije je
znacajno povezano sa vrstom hirurSkog lecenja i sa
prisustvom KRAS mutacija. Jedino prisustvo PD-1
ekspresije u tumorskim celijama predstavlja
nezavistan prognosticki faktor za prezivljavanje bez
povratka bolesti i ukupno prezivljavanje bolesnika sa

ranim stadijumom adenokarcinoma bronha.
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Abstract: Advances in the field of molecular biology gave us

AB insight into biomarkers for lung cancer with great

prognostic and predictive value and their role in
advanced stage disease is well known while in early
stage disease is yet to be proven. The aim of this
study was to determine the frequencies of the most
common gene alterations in patients with early stage
lung adenocarcinoma, to determine the relationship

between gene alterations in tumor cells and




clinicopathologial characteristics and to determine
prognostic value of each gene alteration regarding
overall survival and disease free survival. One
hundred sixty-one patients diagnosed with lung
adenocarcinoma clinical stage I-IIIA  who
underwent radical surgical resection at the Institute
for Pulmonary Diseases of Vojvodina between 2007
and 2014 were included in this study. Mutations in
EGFR, KRAS and PIK3CA gene, ALK and ROSI1
rearrangement and PD-1 and PD-L1 expression
were determined in representative formalin-fixed,
paraffin-embedded (FFPE) tumor block from each
patient. Clinical data were extracted from the
institutional lung cancer registry of the Institute for
Pulmonary Diseases. Overall survival was
calculated as time from the day of surgery to the day
of death. Disease free survival was calculated as
time from the day of surgery to the day of disease
relapse. Among 161 tested tumor tissue, presence of
mutation was found in 96 (59.6%) of them. There
were 69 (42.9%) mutations in KRAS gene, 10
(6.2%) in EGFR gene and 7 (4.3%) in PIK3CA
gene. ALK and ROSI rearrangement were present
in 3 (1.9%) and 7 (4.3%), respectively. PD-1
expression was determined in 71 (45.0%) tumor
sample while PD-L1 expression was determined in
59 (36.6%). PD-1 expression was not correlated
with any of the clinicopathologial characteristics
(including KRAS, EGFR, ALK, ROS1 and PIK3CA
mutational status). PD-L1 expression correlated
with type of surgery (P =0.01) and KRAS positivity
(P = 0.02). KRAS mutation status correlated with
age (P =0.004), sex (P = 0.006) and smoking status
(P = 0.004). EGFR status correlated with smoking




status (P < 0.001) and age (P = 0.013). ALK, ROS1
and PIK3CA status were not correlated with any of
the clinicopathologial characteristics. PD-1
expression was significantly associated with disease
free survival (P = 0.03) and overall survival (P =
0.01). PD-L1 expression, KRAS, EGFR, ALK,
ROS1 and PIK3CA status were not associated with
disease free survival and overall survival. The most
frequent gene alteration are mutations in KRAS and
EGFR gene. Presence of KRAS mutation is in
correlation with patients age, sex and smoking status
while presence of EGFR mutation is in correlation
with patients age and smoking status. PD-L1
expression is in correlation with type of surgery and
KRAS mutational status. Only presence of PD-1
expression represent an independent prognostic

factor for disease free survival and overall survival.
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1. UVOD

Karcinom bronha je jedan od naj¢esce dijagnostikovanih karcinoma i vodec¢i uzrok smrtnosti zbog
karcinoma u ljudskoj populaciji (1,2). Ova bolest predstavlja globalni problem sa najviSom
incidencom zabeleZenom u centralnoj i isto¢noj Evropi (1), delu sveta kojem, geografski gledano,

na ograncima, pripada i Srbija, a posebno njena severna pokrajina Vojvodina.

Najveci broj slucajeva karcinoma bronha se otkriva u odmaklom i metastatskom stadijumu bolesti
kada je prognoza loSa, a Sanse za izleCenje svedene na minimum. Hirursko lecenje i dalje
predstavlja najbolji vid leCenja i nudi najvecu Sansu za izle¢enje u slucaju kada se dijagnostikuje
rani stadijum karcinoma bronha, medutim, i u tim slucajevima, Cesta je pojava ranog recidiva,

odnosno relapsa bolesti (3).

Napredak na polju molekularne biologije omogucioje identifikaciju molekularnih markera za
karcinom bronha sa vrednimprognosti¢kim i prediktivnim znacajem. Raznovrsne genske i
epigenske mutacije su primecene kod karcinoma bronha i njihova uloga kod uznapredovalog,
metastatskog oblika bolesti je u velikoj meri istrazena, dok njihova uloga kod ranih stadijuma

bolesti jos uvek nije sasvim jasna.

U opstoj populaciji, svest o veli¢ini i znacaju problema karcinoma bronha je na veoma niskom
nivou, a razli¢ite manifestacije ove bolesti i nespecifi¢ni simptomi koji je prate, otezavaju u velikoj
meri njeno rano prepoznavanje i postavljanje dijagnoze. Uzimajuéi u obzir navedene okolnosti
vezane za karcinom bronha, a pored toga i visoku stopu morbiditeta i mortaliteta, svetu su i dalje
potrebna dobro koordinisana istrazivanja iz domena karcinoma bronha, na svim nivoima, kako bi

se ova bolest stavila pod kontrolu.

1.1 EPIDEMIOLOGIJA KARCINOMA BRONHA

Nekoliko decenija unazad, incidenca karcinoma bronha je u porastu. Osamdesetih godina proslog
veka, procenjen broj novih slucajeva godiSnje, na globalnom nivou, iznosio je oko 660000. Na
pocetku druge decenije dvadeset i prvog veka, tacnije u 2012-0j godini, procenjen broj novih
slucajeva bio je 1800000 (1). U odnosu na polove, karcinom bronha je naj¢esce dijagnostikovani

karcinom kod muskaraca, dok se kod zena nalazi na tre¢em mestu, odmah iza karcinoma dojke 1
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kolorektalnog karcinoma (1,2). Socio-ekonomski posmatrano, karcinom bronha je ucestaliji u
siromasnim 1 slabije razvijenim delovima sveta gde je zabelezen porast konzumacije duvana kod
slabo edukovane populacije i populacije sa niskim primanjima (2). Geografski gledano, globalno,
najveca incidenca karcinoma bronha, §to se tice muske populacije, zabeleZena je u centralnoj i
isto¢noj Evropi gde je 2012 godine uzrasno standardizovana incidence iznosila 53,5 novih
slucajeva na 100000 stanovnika, dok se na drugom mestu po incidenci karcinoma bronha nalazi
Istocna Azija sa 50,4 novih slucajeva na 100000 stanovnika. Kod Zena najveca incidenca
zabelezena je u Severnoj Americi i Severnoj Evropi. Najnize incidence kako kod muskaraca, tako
1 kod zena zabelezene su u Africi(1). Grafikon 1 prikazuje uzrasno standardizovanu incidencu i

smrtnost karcinoma bronha, u svetu, na 100000 stanovnika.

Male Female
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Grafikon 1. Uzrasno standardizovana incidenca i1 smrtnost karcinoma bronha na 100000
stanovnika (Svet)
Izvor:https://globocan.iarc.fr/Pages/fact sheets cancer.aspx?cancer=lung

Sa procenjenom incidencom od preko 449000 novih slu¢ajeva godiSnje, karcinom bronha je jedan

on najucestalijih maligniteta i na Evropskom kontinentu. Unutar Evropske Unije najveca incidenca

Vladimir Stojsi¢, doktorska disertacija 2



je u Madarskoj i Poljskoj, a najniza u Svedskoj i na Kipru. Uzrasno standardizovana incidenca
karcinoma bronha u Madarskoj kod Zena iznosi 42,9/100000, dok je kod muskaraca daleko veca i
iznosi 115,3/100000. U Poljskoj incidenca karcinoma bronha kod Zena je manja nego u Madarskoj
1 iznosi 26,3/100000, dok je incidenca kod muskaraca vrlo visoka u odnosu na evropski prosek 1
iznosi 104,5/100000. Vrednosti incidence karcinoma bronha na 100.000 stanovnika na nivou EU
iznose 22,9/100000 za Zene i 70/100000 za muskarce. Najmanju incidencu u EU imaju Svedska,
Portugal i Kipar. U Svedskoj je incidenca za Zene 23,5/100.000, a za muskarce 27,3/100000, u
Portugalu su vrednosti 8,5/100000 i 41,9/100000, respektivno, dok je na Kipru incidenca najmanja
1 za zene iznosi 6,8/100000 a za muskarce 33/100000 (4-6). Grafikon 2 prikazuje uzrasno
standardizovanu incidencu karcinoma bronha na 100000 stanovnika kod Zena i muskaraca u

zemljama Evrope.
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Grafikon 2. Uzrasno standardizovana incidenca karcinoma bronhana 100.000 stanovnika kod
zena 1 muskaraca u zemljama Evrope

Izvor:https://www.researchgate.net/publication/236041569 Reprint of Cancer incidence and
mortality patterns in Europe Estimates for 40 countries in 2012
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Sto se ti¢e situacije u nasoj zemlji, prema Institut za zastitu zdravlja Srbije ,,Dr Milan Jovanovié
Batut", poslednjih nekoliko decenija prati se konstntan porast oboljevanja i umiranja od malignih
tumora generalno. Sto se ti¢e karcinoma bronha, u centralnoj Srbiji 2013.godine, on predstavljao
vodec¢u malignu lokalizaciju i u oboljevanju i u umiranju muskog dela populacije, dok je kod Zena
karcinom bronha u Srbiji bio napetom mestu po ucestalosti i na drugom mestu kao uzrok umiranja,
odmah iza karcinoma dojke. Standardizovana stopa incidencije karcinoma bronha,na nivou
centralne Srbije iznosila je 55,9 na 100000 stanovnika za muskarce i 19,0 na 100000 stanovnika
za zene. Standardizovana stopa mortaliteta od karcinoma bronha na nivou centralne Srbije iznosila
je 52,2 na 100000 stanovnika za musSkarce i 16,7 na 100000 stanovnika za Zene.U Vojvodini,
prema registru za kacinom bronha Instituta za plu¢ne bolesti Vojvodine, od 2010 godine belezi se
relativno konstantan broj novoobolelih bolesnika od karcinoma bronha. Te 2010. godine, broj
novoobolelih bio je 1126, dok je najveci broj novoobolelih zabelezen 2016. godine i iznosio je
1256. Od 1126 novoobolelih 2010 godine, 75,5% je bilo muskaraca i 24,5% zena, dok je 2016.
godine od 1256 novoobolelih 66,6% bilo muskaraca, 33,4% zena.

Karcinom bronha je na prvom mestu u pogledu smrtnosti od karcinoma kod oba pola i odgovoran
je, priblizno, za jedan od pet smrtnih sluc¢ajeva od svih karcinoma i samim tim ima ogroman udeo
u celokupnom nacionalnom mortalitetu jedne zemlje (1). U Sjedinjenim Americkim DrZzavama,
pocetkom dvadeset 1 prvog veka, petogodiSnje preZivljavanje je iznosilo oko 16%. PreZivljavanje
kod karcinoma bronnha u velikoj meri zavisi od stadijuma bolesti i ono u SAD iznosi 52%, 24% i
4% za rani stadijum, lokalno uznapredovali i odmakli, metastatski stadijum bolesti, respektivno
(2). U Evropi, u prvoj deceniji dvadest i prvog veka, petogodiSnje preZivljavanje kod karcinoma
bronha iznosi oko 17%, sli¢no situaciji zabelezenoj u SAD, a takode je sli¢no prezivljavanje prema
stadijumima bolesti pa je tako petogodiSnje prezivljavanje sa rani stadijum 52%, za lokalno
uznapredovali 25%, a za odmakli, metastatski svega 4%. Geografski posmatrano, smrtnost od
karcinoma bronha uglavnom prati incidencu karcinoma bronha kod pripadnika oba pola. Stopa
mortaliteta od karcinoma bronha je najvisa u istocnim zemljama Evrope poput Madarske, Poljske,
Letonije i Litvanije, a najniza u razvijenim zemljama poput Finske, Svedske, Portugala i Kipra.
(4). Na garfikonu 3 je prikazana uzrasno standardizovana stopa mortaliteta na 100.000 stanovnika

po polu za 2012. godinu u zemaljama Evrope.
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Garfikon 3.Uzrasno standardizovana stopa mortaliteta na 100.000 stanovnika po polu za 2012.u
zemljama Evrope.

Izvor:https://www.researchgate.net/publication/236041569 Reprint_of Cancer incidence and
mortality patterns_in Europe Estimates for 40 countries_in 2012.

Pored stadijuma bolesti na prezivljavanje uti¢u i druge klinicko-patoloske karateristike, a medu
njima su i pol, starost, tip karcinoma itd. LoSije prezivljavanje zabeleZeno je kod muskaraca, starije
populacije i1 kod sitnocelijskog tipa karcinoma bronha (5).Globalno posmatrano, stopa smrtnosti
od karcinoma bronha je u padu 36% kod muskaraca u periodu od 1990 do 2011 godine, a kod Zena
11% u periodu izmedu 2002 1 2011 godine. Razlog za to, dobrim delom, lezi u Cinjenici da je
zabeleZena smanjena upotreba duvana kao rezultat razli¢itih programa edukacije 1 podizanja nivoa
svesti o Stetnosti duvanskog dima, kao 1 sprovodenja programa kontrole upotrebe duvana (6), a
objasnjenje za ovo lezi u ¢injenici da postoji logi¢na korelacija smrtnosti od karcinoma bronha,

godina starosti 1 pusenja duvana. Tokom istorije, muskarci su u ranijem uzrasnom dobu pocinjali

Vladimir Stojsi¢, doktorska disertacija 5



da puse u poredenju sa zenama 1 pusili su koli¢inski mnogo vise, ali upravo snazne kampanje
usmerene na prestanak pusenja dovele su kod muskaraca do pada mortaliteta, dok se takav efekat

na zensku populaciju polako uocava, a njegov pun ucinak se tek ocekuje.

1.2 PODELA KARCINOMA BROHA

Prva histoloska klasifikacija karcinoma bronha publikovana je pedesetih godina proslog veka.
Nakon toga, usledila su dva izdanja Svetske zdravstvene organizacije (World Health Organisation
- WHO) 1967 godine i 1982 godine (8). Najjednostavnija, a ujedno i najSira podela karcinoma
bronha je podela nasitnocelijski (mikrocelualrmi) 1 nesitnocelijski karcinom bronha
(nemikrocelularni) koji uklju¢uje skvamozni (epidermoidni) karcinom, adenokarcinom i
makrocelularni karcinom. Poslednja klasifikacija tumora plu¢a objavljena je od strane Svestke
zdravstvene organizacije 2015 godine i ova klasifikacija donela je brojne, znacajne promene u
odnosu svoja prethodna izdanja, medutim osnovna podela na sitnocelijski 1 nesitnocelijski
karcinom bronha ostala je i dalje zastupljena (9). Procentualno gledano sitnocelijski karcinom
bronha zastupljen je u svega 15% slucajeva, dok je nesitnocelijski karcinom bronha zastupljen u
85% slucajeva. Skvamozni karcinom i adenokarcinom predstavljaju dva najzastupljenija
histoloska podtipa u grupi nesitnocelijskog karcinoma bronha. Zastupljenost ova dva histoloska
podtipa se menjala u poslednjih nekoliko decenija, kako kod muskaraca tako i kod Zena. U
Sjedinjenim Americkim DrZzavama sedamdesetih godina proslog veka skvamozni karcinom je bio
znacajno zastupljeniji kod musSkaraca u odnosu na adenokarcinom, a njegova zastupljenost iznosila
jeido 50% dok je adenokarcinom bio zastupljen u svega 20%. Od tog vremena pa do prve decenije
dvadest 1 prvog veka belezi se pad zastupljenosti skvamoznog karcinoma na 30% dok je
zastupljenost adenokarcinoma u porastu i iznosi 40%. Kod Zena je adenokarcinom sve vreme
najzastupljeniji tip karcinoma bronha sa relativno konstantnim trendom porasta. Adenokarcinom
je kod zena 1970 godine bio zastupljen u oko 20% slucajeva, dok je 2010 godine ta zastupljenost
oko 55% (10). Na grafikonu 4 prikazane su relativne proporcije zastupljenosti karcinoma bronha

u Sjedinjenim Americkim Drzavama za period od 1973 do 2008 godine.
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Grafikon 4. Relativne proporcije zastupljenosti karcinoma brronha u Sjedinjenim Americkim
Drzavama za period od 1973 do 2008 godine.
Izvor:https://journals.plos.org/plosone/article/figure/image?size=medium&id=info:doi/10.1371/j
ournal.pone.0121323.¢001

Slicna situacija zabeleZzena je 1 u drugim delovima sveta. U Evropskim zemljama, medu
pripadnicima muskog pola, skvamozni karcinom bronha je sedamdesetih godina proslog veka bio
najzastupljeniji histoloski podtip i od tada se konstantno prati trend opadanja ucestalosti ovog
podtipa karcinoma bronha kod muskaraca. Sto se ti¢e adenokarcinoma, nakon relativno stabilne
faze tokom sedamdesetih i osamdesetih godina proslog veka, ovaj histoloski podtip, u gotovo svim
Evropskim zemljama belezi trend porasta, a po¢etkom dvadeset i prvog veka i u Evropi postaje
najzastupljeniji histoloski podtip karcinoma bronha u muskoj populaciji. U zenskoj populaciji
situacija je za nijansu drugacija. Adenokarcinom sve vreme beleZi konstatntan porast, stim Sto su
u pojednim Evropskim zemljama, kao Sto su Holandija 1 Danska, a takode 1 u drugim zemljama
poputKanade i Australije, zabeleZeni pocetni znaci opadanja incidence adenokarcinoma bronha
(11,12). U Autonomnoj Pokrajini Vojvodini, severnoj pokrajini Republike Srbije, prema registru
za karcinom brona Instituta za pluéne bolesti Vojvodine, od 2010 godine, adenokarcinoma

predstavlja najzastupljenihi histoloSki podtip nesitnocelijskog karcinoma bronha sa udelom od
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37,6%. Na drugom mestu je skvamozni karcinom koji je 2010. godine bio zastupljen kod 33,9%
slucajeva novoobolelih. Narednih godina primecen je trend porasta adenokarcinoma bronha pa je
2013. godine on bio zastupljen kod 45,4% slucajeva novoobolelih bolesnika. Od te godine pa do
2016.godine prati se blag trend opadanja adenokarcinoma bronha u populaciji bolesnika sa

teritorije Autonomne Pokrajine Vojvodine kada je njegova zastupljenost bila 40,8%.

1.3 TNM SISTEM

Odredivanje stadijuma bolesti predstavlja postupak pomocu kojeg se odreduje prosirenost maligne
bolesti. Pravilno i precizno odreden stadijum bolesti prvenstveno utice na odluku o daljem
terapijskom postupku, a pored toga omogucava i svrstavanje bolesnika u odredene kategorije sa
prognosti¢kim implikacijama i pomaZze u proceni rezultata terapije. Takode, odredivanje stadijuma
bolesti omogucava poredenje rezultata medu institucijama koje se bave istom problematikom (13).
Americki udruzeni komitet za kancer (American Joint Committee on Cancer - AJCC) i
Medunarodna unija za borbu protiv raka (International Union Against Cancer - UICC) ustanovili
su sistem za odredivanje stadijuma kancera koje je nazvan TNM sistem, odnosno klasifikacija.
Postoji vise osnova za klasifikaciju karcinoma: anatomska, klini¢ka i patoloska prosirenost bolesti,
duzina trajanja simptoma i znakova, pol i godine pacijenta, histoloski tip i gradus tumora. Svi
navedeni faktori imaju uticaj na prognozu bolesti. TNM klasifikacija se primarno oslanja na
anatomsku proSirenost bolesti. Ono §to TNM klasifikaciju €ini najprimenljivijom je to Sto ona
odvojeno posmatra tri elementa, a to su tumor (T), limfni ¢vorovi (N) i metastaze (M), i potom ih

zajedno svrstava u jedan stadijum (14).

1.3.1. TNM Kklasifikacija karcinoma bronha

Operativna grupa za karcinom bronha Americkog udruzenog komiteta za kancer (American Joint
Committee on Cancer Task Force on Lung Cancer) je 1973 godine predlozila sistem za
odredivanje klini¢kog stadijuma karcinom bronha, koriste¢i TNM sistem, baziran na 2155
sluc¢ajeva iz baze podataka bolnice M.D. Anderson (M. D. Anderson Cancer Center, Houston,

USA.). Nakon toga, usledilo je nekoliko revizija, u rasponu od cetiri do deset godina, i to 1974
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godine (druga revizija), 1978 godine (treca revizija), 1987 godine (Cetvrta revizija), 1997 godine
(peta revizija) 1 2002 godine (Sesta revizija) (15-17). Sve prethodno pomenute revizije imale su
dosta nedostataka, a to se pre svega odnosilo na mali broj ukljucenih sluc¢ajeva u bazi podataka.
Pored toga, baza podataka je bila saCinjena od slucajeva iz pretezno jednog referentnog centra i
sadrzala je slucajeve koji su uglavnom hirurski tretirani. Takode, interna validacija je bila vrlo
malo zastupljena, a eksterna nije ni postojala.Internacionalna Asocijacija za Istrazivanje
Karcinoma pluc¢a (International Association for the Study of Lung Cancer - IASLC) je 1998 godine
pokrenula projekat za odredivanje stadijuma karcinoma plu¢a (Lung Cancer Staging Project) koji
je imao za cilj prikupljanje Sto veceg broja slucajeva, Sirom sveta, u zajednicku bazu podataka,
kako bi se mogla izvrsiti opSirna validacija 1 u skladu sa tim predloziti izmene za predstojecu
sedmu reviziju TNM sistema (18). Sedma revizija TNM sistema za karcinom bronha startovala je
01.01.2010. godine i donela je sa sobom veoma velika i znac¢ajna unapredenja u odnosu na sve
prethodne revizije.Baza podataka za sedmu reviziju obuhvatala je, do tada, najveci broj slucajeva,
preko 100000, bila je internacionalnog karaktera i ukljuc¢eni su bili slucajevi tretirani svim
modalitetima leCenja. Stadijumi bolesti su bili uskladeni sa prognozom vise nego ikada ranije (19).
Najvece promene su obuhvatile T deskriptor (20) i M deskriptor (21), dok je N deskriptor ostao
nepromenjen, ali je po prvi put uradena njegova validacija na internacionalnom nivou (22). U
tabeli 1 prikazan je princip odredivanja deskriptora T prema sedmoj reviziji TNM klasifikacije, u
tabeli 2 prikazan je princip odredivanja deskriptora N prema sedmoj reviziji TNM Kklasifikacije
dok je u tabeli 3 prikazan je princip odredivanja deskriptora M prema sedmoj reviziji TNM
klasifikacije. U tabeli 4 prikazan je princip odredivanja stadijuma bolesti prema sedmoj reviziji

TNM klasifikacije, a u odnosu na T, N 1 M deskriptor.
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Tabela 1. Princip odredivanja deskriptora T prema sedmoj TNM klasifikaciji

Tx

TO
Tis
T1

Tla

T1b
T2

T2a
T2b
T3

T4

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

Primarni tumor nije evidentiran

Crcinoma in situ

Tumor 3cm ili manji u najve¢em dijametru, okruzen pluénim tkivom
ili visceralnom pleurom, bez bronhoskopski vidljive invazije
proksimalno od lobarnih bronha, lokalizovan van glavnog bronha.
Tumor 2cm ili manji. Kao T1a klasifikuje se tumor povrsnog Sirenja
bilo koje vilicne sa invazijom ogranicenom na zid bronhija, koji se
proksimalno Siri i u glavni bronh.

Tumor veci od 2cm, ali ne viSe od 3cm u najveéem dijametru.
Tumor vec¢i od 3cm, ali manji od 7cm, ili tumor koji zahvata glavni
bronh na udaljenosti od 2cm ili ve¢oj od karine traheje, zahvata
visceralnu pleuru, udruzen je sa atelektazom ili opstruktivnim
pneumonitisom koji se Siri nahilarnu regiju, ali ne zahvata cela pluca.
Tumor veci od 3cm, ali manji od Scm u najvecoj dimenziji

Tumor veci od Scm, ali manji od 7cm u najvecoj dimenziji

Tumor veci od 7cm ili direktno (zahvatanje) zida grudnog kosa
(ukljucujuéi 1 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 pluénog krila ili odvojeni tumorski nodus/i u istom reznju kao
1 primarni tumor

Tumor bilo koje veli¢ine koji zahvata: medijastinum, srce, velike
krvne sudove, traheju, rekurentni nerv, jednjak, kicmene prsljenove i
karinu traheje, odvojeni nodusi u razli¢itom reznju istog pluca
kaoprimarni tumor.

Tabela 2. Princip odredivanja deskriptora N prema sedmoj TNM klasifikaciji

Nx
NO
N1
N2

N3

Regionalne limfne zlezde nisu odredivane.

Nema metastaza u regionalnim limfni ¢vorovi.

Metastaze u ipsilateralnim peribronhijalnim 1i/ili ipsilateralnim
hilarnim limfni ¢vorovi 1 intrapulmonalane limfni ¢vorovi
ukljucujuci rastom direktno zahvatanje

Metastaze u ispsilateralnim medijastinalnim i/ili subkarinalnim
limfnim ¢vorovi

Metastaze u kontralateralnim medijastinalnim, kontralateralnim
hilarnim, ipsilateralnim ili kontralateralnim skalenskim ili
supraklavikularnim limfnim ¢vorovima.
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Tabela 3. Princip odredivanja deskriptora M prema sedmoj TNM klasifikaciji

MO Nema udaljenih metastaza.

Ml Udaljene metastaze.

Mla Odvojeni tumorski nodus/i u kontralateralnom pluénom krilu, tumor
sa pleuralnim nodusima, maligni pleuralni izliv i perikardni izliv.

Mib Udaljene vanplu¢ne metastaze

Tabela 4. Odredivanje stadijuma bolesti prema sedmoj reviziji TNM klasifikacije.

T/M Podgrupa NO N1 N2 N3
T1 Tla la Ila [IIa [IIb
T1b la [la [IIa 1IIb

T2 T2a Ib Ila Ila I1Ib
T2b [la 1Ib IIa 1IIb

T3 T3 1Ib Ia [IIa b
T4 T4 Ila la IIb IIb
Ml Mla v v v v
Mlb v v v v

1.4 MOLEKULARNI OSNOVI KARCINOGENEZE KARCINOMA
BRONHA

1.4.1. Genska nestabilnost

Karcinom bronha predstavlja grupu bolesti koju karakteriSe visok nivo genomske nestabilnosti 1
slozene promene na molekularnom nivou. Danas je poznato da je akumulacija multiplih genskih
abnormalnosti povezana sa nastankom i progresijom karcinoma bronha. Genska nestabilnost, koja
moze izazvati ove abnormalnosti, je uopsten naziv koji se odnosi na hromozomsku nestabilnost
(Chromosomal instability - CIN) 1 mikrosatelitsku nestabilnost (Microsatellites instability - MSI).
Ove nestabilnosti obuhvataju ceo, ili jedan deo hromozoma ukljucujuc¢i delecije, duplikacje,
insercije i translokacije. Oba fenomena, hromozomska nestabilnost i mikrosatelitska nestabilnost

doprinose fenotipskoj nestabilnosti i promenljivosti ¢elija raka (23).
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1.4.1.1. MSI (Mikrosatelitska nestabilnost)

Mikrosateliti, takode poznati 1 kao jednostavne ponavljajuce sekvence (Simple Sequence repeats
- SSRs) predstavljaju kratka ponavljanja sekvenci DNK (Dezoksiribonukleinska kiselina) (manje
od 10 parova baza). Najces¢i mikrosatelit u ljudskoj populaciji je binukleotid CA, koji se
pojavljuje preko deset hiljada puta u ljudskom genomu. Duzina mikrosatelita varira od osobe do
osobe, 1 svaka jedinka ima mikrosatelite odredene duzine. Mikrosateliti, obelezje genske
nestabilnosti, nastaku kao posledica abnormalnosti MMR gena, kao na primer hMSH2 i hMLHI,
koji onemogucuju popravku greski nastalih prilikom DNK replikacije. Mikrosateliti su inicijalno
otkriveni kod kolorektalnog karcinoma i odmah je uocen njihov klinicki znacaj i povezanost sa
pojavom naslednog ne-polipoidnog karcinoma kolona. Nasuprot tome, kod karcinoma bronha,
hromozomska nestbilnost ima znac¢ajniju ulogu u karcenogenezi u odnosu na pojavu mikrosatelita.
Kod karcinoma bronha, ucestalost mikrosatelita varira od 0% do 69% kod nesitnocelijskog

karcinoma bronha i od 0% do 76% kod sitoc¢elijskog karcinoma bronha (24,25).

1.4.1.2. CIN (hromozomska nestabilnost)

Vecina ¢elija raka poseduje abnormalan broj hromozoma, ¢esto u obliku triploidije i tetraploidije,
a kao dodatak izmenjenom broju hromozoma, ¢elije raka poseduju i strukturalne hromozomske
aberacije kao §to su inverzije, delecije, duplikacije 1 translokacije. Aneuploidija, definisana kao
numericka i strukturalana abnormalnost hromozoma nastaje naj¢eS¢e zbog hromozomske
nestabilnosti. Aneuploidija i hromozomska nestabilnost mogu posredovati u evoluciji popupacije
¢elija raka putem tzv. selekcionog pritiska i povezane su sa loSijom prognozom. Hromozomska
nestabilnost igra veoma vaznu ulogu u procesu karcinogeneze karcinoma bronha na taj nacin §to
ubrzava homozigotske 1 heterozigotske delecije tumor supresor gena i dovodi do efektivne
amplifikacije onkogena. U odredenim studijama uoceno je da karcinom bronha Cesto pokazuje
gubitak heterozigotnosti kao rezultat hromozomske nestabilnosti posebno na specificnim delovima
hromozoma 12p, 14q 1 17q. Takode, gubitak heterozigotnosti na lokusu 3p, koji sadrzi gene
povezane sa antioksidantnom odbranom organizma, nije samo povezan sa razvojem karcinoma

bronha vec¢ 1 sa pojacanom osetljvoS¢u na DNK oStecujuce agense (npr. zracenje) (26-28).
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Mnogobrojni mehnizmi tokom ¢elijskog ciklusa su ukljuceni u pojavu hromozomske nestabilnosti
1 aneuploidije kod karcinoma bronha i to su: greska u mitotickim kontrolnim punktovima, mutacije
1 amplifikacije kinetohora i delova centrozoma kao i mutacije gena za popravku DNK. Mitotski
kontrolni punktevi se aktiviraju kada kinetohora nije zakac¢ena za deobno vreteno te na taj nacin
vrsi deregulaciju procesa metafaze 1 anafaze. Gubitak funkcije mutacije, ili smanjena genska
ekspresija gena za mitotske kontrolne punkteve (MAD1/MAD?2), dovodi do pogreSne segregacije
hromozoma i na taj nacin doprinosi aneuploidiji. Pored toga, mitotski kontrolni punktevi su takode
povezani sa odgovorom na oSte¢enje DNK, a neispravna funkcija mitotskih kontrolnih punktova
dovodi do rezistencije celije raka na lekove Ciji je mehanizam dejstva oStecenje DNK. Za
centromere se zna da one odrzavaju genomsku stabilnost tokom ¢elijske deobe, obezbedujuci
pravilnu segregaciju replikovanih hromozoma u dve ¢erke ¢elije (29). STK15, kodiran od Aurora
kinaze A (AURKA), je amplifikovan i prekomerno eksprimovan kod ve¢ine humanih karcinoma
rezultujuci u amplifikaciji centrozoma, hromozomskoj nestabilnosti i tumorigenezi. Aurora kinaza
je serin/treonin kinaza koja ima funkciju u regulaciji procesa mitoze i njena disfunkcija ometa
normalnu funkciju mitotskih kontrolnih punkteva te na taj na¢in omogucéava aberantnim ¢elijama
da udu u proces mitoze i ¢elijske deobe. Prekomerna ekspresija Aurora kinaze moze dovesti do
aneuploidije $to rezultuje u nemoguénosti odrzanja integriteta samog hromozoma. U jednoj studiji
aurora kinaza je bila visoko eksprimovana u 50% nesitnocelijskih karcinoma bronha §to bi moglo
ukazivati na njenu ulogu tumor markera. Klinicke studije sa lekovima koji imaju ulogu inhibitora

Aurora kinaze su trenutno u toku (30).

1.4.2. Amplifikacija kao mehanizam onkogeneze

Genska amplifikacija predstavlja ekspanziju broja genskih kopija u ogranicenom delu
hromozomskog kraka. U nekim tumorima amplifikacija preovladuje, a Cesto je 1 povezana sa
prekomernom ekspresijom amplifikovanih gena Sto sve dovodi do rasta Celija raka 1 rezistencije
¢elija raka na antitumorsku terapiju. Genomske analize velikog broja uzoraka kancera pokazale su
da vecina (otprilike 75%) genskih amplifikacija je fokalna (od 50 do 300 parova baza) i ukljucuje
na prvom mestu onkogene koji kodiraju signalne proteine neophodne za Celijsku proliferaciju 1

prezivljavanje. Ova saznanja jasno upucuju na to da genska amplifikacija promovise formiranje
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tumora, njegovo odrzavanje i rezistenciju na lekove. Genska amplifikacija je ¢est mehanizam
onkogenske aktivacije kod nesitnocelijskog karcinoma bronha i ima snazan efekat na nivo
ekspresije proteina. Uzimajuéi u obzir ulogu genske amplifikacije u nastanku karcinoma bronha 1
njegovoj progresiji, sama genska amplifikacija je ceS¢e povezana sa odredenim klini¢ko-
patoloSkim  karakteristikama 1  agresivnijim  ponasanjem  tumora.  Amplifikacija
ErbB(erythroblastic leukemia viral oncogenehomologue) familije proteina koja kod ljudi ukljucuje
cetiri ¢lana Herl (EGFR, ErbB1), Her2 (Neu, ErbB2), Her3 (ErbB3) i Her4 (ErbB4), MET (met
proto-oncogene), MY C (myc proto-oncogene) i FGFR1 (fibroblast growth factor receptor 1) gena
je povezana sa loSijom prognozom kod bolesnika sa nesitnocelisjkim karcinomom bronha, a

takode, amplifikacija gena je identifikovana kao jedan od mehanizama rezistencije na terapiju (31).

1.4.2.1. EGFR amplifikacija

Odredivanje broja kopija EGFR gena pomocu fluorescentne in situ hibridizacije ima prognosticki
1 dijagnosticki znacaj kod nesitnocelijskog karcinoma bronha. Tumori sa velikim brojem kopija
gena za EGFR predstavljaju30% nesitnocelijskog karcinoma bronha. Za razliku od EGFR mutacija
koje su povezane sa prisustvom odredenih klinicko-patoloskih karakteristikakao Sto su pripadnost
Azijatskoj rasi,Zzenski pol, negativan puSacki status i histoloski tip adenokarcinoma,prisustvo
povecanog broja kopija gena za EGFR nije povezano sa prisustvom odredenih klini¢ko-patoloSkih
karakteristika. Karcinom bronha sa velikim brojem kopija gena za EGFR pokazuje losiju prognozu
u odnosu na karcinom bronha sa malim brojem kopija kako u uznapredovalom tako i u ranom
stadijumu bolesti. EGFR amplifikacija uglavnom postoji istovremeno sa EGFR mutacijama kod
adenokarcinoma bronha, Sto sugeriSe da prvo dolazi do pojave mutacije, a nakon toga do
amplifikacije gena tokom progresije tumora i njegovog metastaziranja. Ova hipoteza je jasno
ilustrovana u klini¢koj studijilPASS (Iressa Pan-Asia Study) u kojoj je primeceno slaganje izmedu
EGFR mutacija i visokog broja kopija gena kod skoro 90% bolesnika. Medutim, iako je broj kopija
EGFR gena ispitivan kao prediktivni biomarker za osetljivost tumora na EGFR tirozin kinaza
inhibitore u nekoliko studija, njegova prediktivna uloga 1 dalje ostaje dovoljno nerazjaSnjena.

Analizom IPASS studije pokazano je da je prediktivna vrednost EGFR amplifikacije bila zavisna

Vladimir Stojsi¢, doktorska disertacija 14



od prisustva EGFR mutacije. Pa ipak, slicno mehanizmu EGFR mutacija, amplifikacija EGFR

gena moze u potpunosti aktivirati EGFR tirozin kinazu i njen nishodni signalni put (32, 33).

1.4.2.2. ERBB2 amplifikacija

ERBB2 je takode ¢lan familije EGFR tirozin kinaza. Amplifikacija ERBB2 gena, mapirana na
17q11.2-q12 je primecena kod oko 2% neselektovanih nesitnocelijskih karcinoma bronha sa
porastom ucestalosti i do 11% kod loSe diferentovanih adenokarcinoma. Postoje podaci da
otprilike 40% tumora sa ERBB2 amplifikacijom poseduje istovremeno i EGFR amplifikaciju ili
EGFR mutaciju. ERBB2 amplifikacija dobro korelira sa prekomernom ekspresijom proteina c-
erbB2 1 povezana je sa vecim stepenom diferencijacije tumora, sa visim stadijumom bolesti i
kra¢im prezivljavanjem. Nazalost, ovaj receptor, kao potencijalna meta za ciljanu terapijuse nije
pokazao najbolje. Lek trastuzumab u kombinaciji sa gemcitabinom i cisplatinom nije omogucio
benefit za bolesnike sa nesitnocelijskim karcinomom bronha ¢iji su tumori imali ERBB2
amplifikaciji ili prekomernu ekspresiju. Medutim, velik broj kopija gena ERBB2 ima pozitivan
efekat na efikasnost EGFR tirozin kinaza inhibitora u prisustvu EGFR mutacije 1/ili amplifikacije
Sto bi moglo da ima znacaj kod preciznije selekcije bolesnika koji bi imali najve¢i benefit od

primene EGFR tirozin kinaza inhibitora (29,34).

1.4.2.3. MET amplifikacija

MET, proto-onkogen lokalizovan na 7q31, kodira transmembranski tirozin kinaza receptor za
faktor rasta hepatocita (HGF - Hepatocyte growth factor).Vezivanje HGF za MET dovodi do
strukturalnih promena koje kao rezultat imaju aktivaciju MET tirozin kinaze kao 1 velikog broja
signalnih puteva. Studije pokazuju da MET amplifikacija doprinosi rastu i preZivljavanju
karcinoma bronha. Ucestalost MET amplifikacije je retka i prisutna je u svega 1.4% do 7.3%
bolesnika sa nesitnoc¢elijsim karcinomom bronha. Visok nivo MET amplifikacije je povezan sa

viSim stepenom diferencijacije tumora i sa viSim stadijumom bolesti. MET amplifikacija je ¢eS¢e
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povezana sa prisustvom EGFR amplifikacije, najverovatnije zbog toga Stose oba gena nalaze na
hromozomu 7. Kod bolesnika sa ranim stadijumom karcinoma bronha koji je hirurSki operisan,
prisustvo MET amplifikacije se pokazao kao negativan prognosticki faktor u pogledu
prezvljavanja. Prisustvo MET amplifikacije, na visokom nivou, u linijjama celija koje su
rezistentne na EGFR tirozin kinaza inhibitore sugeriSe da bi prisustvo MET amplifikacije moglo
igrati vaznu ulogu u primarnoj rezistenciji na EGFR tirozin kinaza inhibitore. Sa druge strane,
MET amplifikacija je prisutna u oko 20% tumora sa steenom razistencijom na EGFR tirozin
kinaza inhibitore. Smatra se da nesitnocelijski karcinom bronha prevazilazi rezistenciju na EGFR
tirozin kinaza inhibitore preko MET amplifikacije, aktivacije ERBB3 c¢lana EGFR familije
reseptora i PI3K/AKT signalnog puta za prezivljavanje ¢elija (29, 35).

1.4.2.4. PIK3CA amplifikacija

PI3K (Phosphoinositide 3-kinase) je glavni signalni put koji ucestvuje u odrzavanju rasta,
prezivljavanja, mobilnosti i metabolizma ¢elija raka. Amplifikacija PI3K se ¢eS¢e javlja kod
pripadnika muskog pola, pusaca i histoloski prisutnog skvamoznog karcinoma. Generalno,
ucestalost amplifikacije gena PIK3CA kod skvamoznog karcinoma iznosi od 33% do 70%, dok
kod adenokarcinoma iznosi od 2% do 19%. Veliki broj kopija gena PIK3CA je prisutan iskljucivo
kod skvamoznog karcinoma. Takode, prisustvo amplifikacije PIK3CA je ucestalije nego prisustvo
genomskih mutacija kod karcinoma bronha. Prisustvo amplifikacije gena PIK3CA sa EGFR i
KRAS mutacijama u tumorskim ¢elijama je ucestalije kod skvamoznog karcinoma nego kod
adenokarcinoma. Znacaj PI3K signalnog puta kao terapijskog cilja kod skamoznog karcinoma
bronha je ispitivana od strane Cancer Genome Atlas Research Network kada je utvrdena ucestalost
alteracije PI3K/AKT u 47% tumora, a kod ¢ak 38% tumora utvrdeno je prisustvo PIK3CA
amplifikacije. Ovaj nalaz je bio veoma zanimljiv s obzirom na ¢injenicu da je ciljana terapija
pokazana efikanost jednino kod adenokarcinoma. Povezanost histoloskog tipa skvamoznog
karcinoma bronha i1 PI3K signalnog puta se trenutno ispituje u klinickim studijama sa PI3K
inhibitorima.Sto se ti¢e somatskih mutacija gena PIK3CA, one su zastupliene u svega 1-3%
slucajeva nesitnocelijskog karcinoma bronha 1 u pogledu tipa nesitnoc¢elijskog karcinoma bronha,

¢esce su kod skvamoznog karcinoma nego kod adenokarcinoma (36,37).
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1.4.2.5. FGFRI1 amplifikacija

Familija FGFR tirozin kinaza se sastoji od 4 kinaze (FGFR 1-4) i igra vaznu ulogu u ¢elijskom
rastu, prezivljavanju i rezisenciji na hemioterapiju. Amplifikacija FGFR lokusa na hromozomu
8pl2 je opisana kod nekoliko tipova tumora. Kod karcinoma bronha, FGFR amplifikacija je
ucestalija kod skvamoznog karcinoma nego kod adenokarcinoma, a incidenca FGFR amplifikacije
kod skvamoznog karcinoma bronha iznosi 1 do 25%.Postoje podaci da je FGFR1 amplifikacija
povezana sa puSackim statusom i to u dozno zavistnom obliku $to bi moglo da znaci da je FGFR1
amplifikacija onkogena aberacija nastala pod uticajem duvanskog dima iz cigareta. FGFR1
amplifikacija dovodi do aktivacije nishodnih signalnih puteva PI3K/AKT i RAS/MAPK tako da
FGFR1 selektivna inhibicija dovodi do apoptoze ¢elija raka kod kojih postoji amplifikacija FGFR1
gena. Amplifikacija FGFR1 gena ima i znacajnu prognosticku ulogu. Naime, pokazano je da
bolesnici kod kojih je skvamozni karcinom bronha u ranom stadijumu hirurski odstranjen imaju
losije prezivljavanje mada postoje i podaci da prisustvo amplifikacije FGFR1 nema nikakav uticaj
na prezivljavanje. Odredivanje FGFR1 amplifikacije kao i efikanost ciljane terapije sa FGF/FGFR

inhibitorima se trenutno ispituje u okviru klini¢kih studija (38).

1.4.3. Strukturne promene koje vode onkogenezi putem fuzije gena

1.4.3.1. ALK fuzija

Tokom 2007 godine Soda i saradnici su otkrili fuziju gena koja se sastoji od EML4 (Echinoderm
Microtubule Associated protein Like 4) dela i ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase) dela u maloj
podgrupi nesitnocelijskog karcinoma bronha. Endogeno, ALK gen se normalno ne eksprimuje u
vecini adultnih tkiva ukljucujuéi i1 tkivo pluca, medutim, EML4-ALK fuzija vodi ektopi¢noj
ekspresiji 1 konstitutivnoj aktivaciji kinaze anaplasti¢nog limfoma i njegovih nishodnih signalnih
puteva $to sve dovodi do nekontrolisane Celijske proliferacije 1 prezivljavanja. Ucestalost ALK
fuzije, odnosno rearanzmana, kod nesitnocelijskog karcinoma bronha je oko 4% (od 1.5% do
7.5%) Sto predstavlja oko 40000 novih slucajeva u svetu godisSnje. ALK fuzija nastaje kao rezultat
razlicitih tipova hromozomskog rearanzmana, a svi oni vode aberantnoj aktivaciji ALK-a. EML4-

ALK fuzija je najces¢i tip fuzije kod nesitnocelijskog karcinoma bronha i rezultat je paracentri¢ne
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inverzije (intrahromozomskog rearanzmana) koji ukljucuje kra¢i krak hromozoma 2. Mnoge
studije pokazale su i druge, rede, partnere kinaze anaplasticnog limfoma kao $to su KIF5B (kinesin
family member 5B), TFG (TRK-fused gene), KLCI1 (kinesin light chain 1) i drugi. Uprkos
postojanja razlicitih partnera za ALK fuziju, vecina njih vodi ligand nezavisnoj aktivaciji tirozin
kinaze. Do danas je, kod nesitnocelijskog karcinoma bronha, identifikovano oko 20 EML4-ALK
varijanti. Svi EML4-ALK fuzioni proteini sadrze intracelularni tirozin kinazni domen ALK-a. Nije
poznato da li neka odredena EML4-ALK varijanta ima bolju ili loSiju senzitivnost na ALK
inhibitore. Svi ALK rearanzmani detektuju se, na prvom mestu, pomoc¢u fluoroscentne in situ
hibridizacije, mada se danas koriste i imunohistohemijske metodekao i polimeraza lancana
reakcija. Polimeraza lanCana reakcija je potencijlano brza dijagnosticka metoda sa visokom
senzitivnoséu, medutim, potesko¢e u dobijanju visoko kvalitetne DNK ograni¢ava klinicku
upotrebu ove metode. Senzitivnost imunohistohemije zavisi od afiniteta antitela koja se koriste za
detekciju ALK fuzije, mada i pored toga senzitivnost i specifi¢nost ove metode se kre¢e od 90%

do 100% 1 od 95% do 98%, respektivno (39,40).

1.4.3.2. ROSI fuzija

Prisustvo rearanZmana ROS1 gena (c-ros oncogene 1) u tumorskim celijamabolesnika sa
adenokarcinomom bronha se u poslednje vreme izdvaja kao posebna molekularnagrupakod
nesitnocelijskog karcinoma bronha. ROS1 rearanzman rezultuje formiranjem fuzionih proteina
koji vode konstitutivnojaktivaciji domena tirozin kinaze i koji sledstveno aktiviraju nishodne
signalne puteve poput PI3K/AKT/mTOR, RAS/MAPK i STAT3, dovode¢i do nekontrolisanog
¢elijskog rasta, preZivljavanja, i izbegavanja apoptoze. ALK rearanZmani ROS1 rearanZman su
veoma sli¢ni §to potvrduje podatak da oni zapravo dele ¢ak 49% aminokiselinskih sekvenci u
tirozin kinaznom domenu. Poput ALK-a, detekcija ROS1 rearanzmana se vrs$i fluoroscentnom in
situ hibridizacijom ali i drugim metodama, a do danas je detektovano devet partnera koji ucestvuju
u ROSI1 rearanzmanu kod adenokarcinoma bronha. Ono §to je takode primeéeno za ROSI
rearanZman je to da se on izuzetno retko moze naci istovremeno prisutan sa EGFR, KRAS
mutacijama ili ALK fuzijom S§to prakti€no znaci da je prisustvo ROS1 rearanZmana uzajamno

iskljucivo sa prethodno pomenutim genskim alteracijama (41,42).
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1.4.3.3. RET fuzija

RET (Ret proto-oncogene) kodira receptor tirozin kinaze koji pripada familiji neurotropnih
faktora. Prisustvo RET rearanZmana je detektovano u tumorskim celijama bolesnika sa
nesitnocelijskog karcinoma bronha i do danas su poznata 4 fuziona partnera za RET i to su RET-
KIF5B, CCDC6 (coiled-coil domain containing 6), TRIM33 (tripartite motif containing 33) i
NCOAA4 (nuclear receptor coactivator 4), a oni su detektovani kod adenokarcinoma bronha. RET-
KIF5B je naj¢esc¢a varijanta RET rearanzmana i prisutan je u oko 90% slucajeva. U ovom sluc¢aju
tacka prekida je u eksonu 151 16 ili 22-24 za KIF5B, a u eksonu 8, 11 ili 12 za RET. Ucestalost
RET rearanzmana kod nesitnocelijskog karcinoma bronha je veoma niska 1 kre¢e se od 0.9% do
1.9% kod nesitnoéelijskog karcinoma, dok je u podtipu adenokarcinoma ucestalost od 1.2% do
2%. Uprkos niskoj incidenci RET rearanzmana, znacaj u njegovom odredivanju moze biti veliki s
obzirom da je ustanovljeno da se RET rearanzman gotovo nikada ne nalazi istovremeno prisutan
sa drugim genomskim mutacijama poput EGFR, KRAS, ERBB2, BRAF (v-raf murine sarcoma
viral oncogene homolog B) ili EML4-ALK fuzijom. Za RET rearanzman je takode dokazano da
ima snaznu povezanost sa pusackim statusom u tom smislu §to je preko 80% RET rearanzmana
prisutno kod nepuSaca. Za detekciju RET rearanzmana danas se koriste PCR, IHC i FISH. PCR
metoda je visoko senzitivna, relativno jeftina i lako dostupna, ali pomocu nje se mogu detektovati
samo vec¢ poznate varijante RET rearazmana. Imunohistohemijsko odredivanje RET rearanzmana
je problemati¢no s obirom da ne postoji jasna razlika prilikom bojenja RET pozitivnih i RET
negativnih tumora. RET rearanzman kao potencijalna meta za ciljanu terapiju se trenutno ispituje
u brojnim klinickimstudijama sa malim molekulima tirozin kinaza inhibitora koji su prethodno

pokazali odredenu aktivnost in vitro (43,44).

1.4.4. Mutacije kod karcinoma bronha

Spoznaja o postojanju genskih alteracija u ¢elijama tumora dovela je do zakljucka da bi benefit od
molekularne ciljane terapije mogli imati oni bolesnici u ¢ijim tumorskim ¢elijama postoje one

alteracije koje su osetljive na dejstvo ciljane terapije. S obzirom da se u tumorima akumulira niz
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razli¢itih genskih alteracija, analiza sekvence kancerskog genoma igra klju¢nu ulogu u
unapredivanju naseg razumevanja biologije kancera, dijagnostike i1 terapije. Ultimativni cilj je
razvijanje personalizovane terapije, skrojene prema individualnim karakteristikama svakog

bolesnika, a bazirane na prediktivnim faktorima i toksi¢nosti.

Mutacije se definiSu kao promene u normalnom redosledu parova baza. Za razliku od urodenih
mutacija koje se prenose sa roditeljskih ¢elija na ¢elije potomaka, normalne ¢elije naSeg organizma
sticu somatske mutacije tokom prosesa deobe tokom postnatalnog zivota i te mutacije nisu
nasledne. Mutacije predstavljaju promene DNK sekvence koje uklju¢uju zamene baza, promene u
broju kopija (amplifikacije ili delecije), i strukturalne promene (translokacije ili hromozomski
rearanzman). TaCkaste mutacije ili zamena jedne baze (SNV - single nucleotide variants) su
najcesce DNK alteracije koje mogu dovesti do ispoljavanja razli¢itih efekata. Tihe mutacije (Silent
mutations) menjaju DNK sekvencu bez detektabinog efekta na fenotip. U oba slucaja, smislenih
mutacija (Sence mutations) i besmislenih mutacija (Nonsence mutations), postoji zamena jedne
aminokiselline za drugu. Mutacije okvira Citanja (Frameshift mutations) nastaju dodavanjem ili
oduzimanjem nukleotida i na taj nacin dovode do pogresnog ocitavanja okvira koji se sastoji od
grupa od po tri baze za svaku aminokiselinu. Ove mutacije dovode do pojave smislenih ili
besmislenih alteracija kodona §to u nastavku dovodi do pojave aberantnih i nefunkcionalnih
proteina. Proces od prekursora mRNK (messenger RNA) do zrele forme RNK odvija se
uklanjanjem introna i dodavanjem eksona u procesu koji se naziva spajanje (eng. Splicing).
Mutacije prilikom spajanja nastaju kao posledica promene na specificnom mestu introna dovode¢i
do prisustva introna, jednog ili viSe njih, u zreloj mRNK $to kasnije dovodi do pojave aberantnih
1 nefunkcionalnih proteina. Promene u broju kopija su promene u broju gena od dve kopije koje
su normalno prisutne u diploidnom genomu. Rearanzmani nastaju kada se DNK jednog segmenta
odvoji i spoji na DNK segment negde drugde u genomu bilo na istom ili drugom hromozomu i u
zavisnosti od toga postoje intrahromozomalne translokacije ili interhromozomalne translokacije

(45).

Iako somatske mutacije nastaju nasumicno u celom genomu, podgrupa somatskih mutacija nastaje
u klju¢nom setu gena dovodeci do prednosti rasta. Ove pogonske mutacije (Driver mutations)
podlezu pozitivnoj selekciji tokom evolucije kancera i ukljuene su u onkogenezu. Prolazne

mutacije (Passenger mutations) sa druge strane, nastaju tokom deobe Celije 1 bioloski su inertne.
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Jedan od najvaznijih izazova u studijama na kancerskom genomu jeste razlikovanje pogonskih od

prolaznih mutacija (45).

1.5. PREGLED GENOMSKE TEHNOLOGIJE

1.5.1. Sekvencioniranje prve generacije (First-Generation Sequencing)

Sekvencioniranje DNK je proces preciznog odredivanja redosleda nukleotida unutar DNK
molekule. Medu prvim metodama DNK sekvencioniranja, poznato i kao sekvencioniranje prve
generacije, najuspesnija je bilo Sangerovo sekvencioniranje. Prvi korak prilikom sekvencioniranja
prema Sangerovom metodu je preparacija identicne jednolancane DNK sa kratkim
oligonukleotidom zakacenim na istu poziciju u svakom molekulu. Ovaj kratak oligonukleotid ima
ulogu prajmera za DNK sintezu i komplementaran je jednolan¢anoj DNK koja ima ulogu Sablona.
Obe DNK se potom inkubiraju sa DNK polimerazom uz prisustvo mesavine Cetiri deoksinukleotid
trifosfata (ANTPs - deoxynucleotide triphosphates; dATP, dCTP, dGTP i dTTP) i malom
koli¢inom istih deoksinukleotid trifosfata obelezenih fosforom (P) - ddNTPs. S obzirom na DNK
polimeraza ne pravi razliku izmedu dNTPs 1 ddNTPs, znacajno veca koli¢ina ANTPs omogucava
inkorporaciju nekoliko stotina nukleotida pre nego $to dode do inkorporacije ddNTP, a kao rezultat
togadobijama grupu novih molekula razli¢ite duzine. Svaki od tih novih molekula se zavr$ava sa
ddNTP kao indikacija da je nukleotid prisutan na ekvivalentnom mestu u odnosu na DNK S$ablon.
Mesavina sa svakom od ddNTPs se ubacuje u jednu od Cetiri paralelene ploce od poliakrilamida
gde se molekuli razdvajaju u odnosu na njihovu molekularnu masu i na taj nacin omogucavaju
odredivanje DNK sekvence vizualizacijom traka pomocu autoradiografije.Autoradiografija je
postala metoda izbora prilikom DNK sekvencioniranja zahvaljujuci njenoj lakoj izvodljivosti i
pouzdanosti u odnosu na druge tehnologije. Napredak u fluorescentnoj tehnologiji danas
omogucuje obeleZzavanje terminalnith ddNTPs sa fluoroscentnim bojama 1 razvoj automatskog
sekencioniranja. Otkri¢e termostabilne DNK polimeraze dovelo je do unapredenja Sangerove
metode sledstvenim razvojem polimeraza lancane reakcije (PCR - Polymerase Chain Reaction) 1
termalnog sekvencioniranja. Ciklus termalnog sekvencioniranja ima nekoliko prednosti u odnosu

na tradiocionalni pristup, a to se ogleda pre svega u tome Sto ovaj metod koristi dvolancanu DNK
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umesto jednolanc¢ane te na taj nacin zahteva manju koli¢inu DNK.Proces rada modernog metoda
sekvencioniranja prema Sangeru ukljucuje kombinaciju PCR, deoksinukleotide 1 ddNTPs svaki
obelezen posebnom bojom koja se specificna za svaku bazu. Bojom obelezeni fragmenti razlicite
duzine tokom prolaska kroz region njihove detekcije se razdvajaju putem kapilarne elektroforeze
u skladu sa njihovom veli¢inom, a fluorofore bivaju ekcitirane putem laserskih zraka u sekvenceru
emitujuci na taj nacin fluorescenciju Cetiri razli¢ite boje Sto se koristi za odredivanje redosleda

baza u DNK sekvenci (46).

Uprkos efikasnosti i velikoj preciznosti, a takode 1 zna¢ajnim unapredenjima od samog uvodenja
ove metode sekvencioniranja, prva generacija sekvecionoranja je ograni¢ena njenom visokom
cenom, velikim obimom posla i velikom koli¢inom utroSenog vremena sa mali protok Sto se
definiSe kao mala koli¢ina podataka po jedinici vremena. Ova metoda moze maksimalno proizvesti
48 kilobaza (kb) na svaka dva sata i kao takva pogodna je sekvencioniranje nizih organizama dok

nije narocito pogodna za sekvencioniranje ljudskog genoma koji se sastoji od otprilike 3 gigabaze

(gb).

1.5.2. Sekvencioniranje slede¢e generacije (NGS - Next-Generation Sequencing)

Sekvencioniranje slede¢e generacije (NGS) predstavlja Sirok pojam koji opisuje razlicite
tehnologije koje imaju karakteristiku velikog protoka, niske cene 1 znaCajno brzeg
sekvencioniranja u poredenju sa prvom geneneracijom. I dok metoda sekvencioniranja prema
Sangeru omogucava ispitivanje samo jednog modaliteta genskih alteracija koje se deSavaju u
kancerskoj ¢eliji, NGS omogucava istovremenu detekciju svih genomskih alteracija, ukljucujuci
mutacije, promene u broju kopija, promene u ekspresiji gena i sve to u razumnom vremenskom
okviru. Veliko paraleleno sekvencioniranje (MPS - Massive parallel sequencing) doprinelo je
postizanju velikog broja procitanih sekvenci $to je sledstveno dovelo do veceg protoka i znac¢ajnog
snizenja cene. Prve platforme koje su postale komercijalno dostupne koristile su
pirosekvencioniranje (eng. pyrosquencing) kao alternantivhu metodu DNK sekvencioniranja
baziranu na merenju neorganoskog pirofosfata (pyrophosphate - PPi) koji se generiSe tokom
sinteze DNK. U ovoj metodi, DNK fragment od interesa, prajmer sekvencioniranje se metodom

hibridizacije pripaja jednolanc¢anoj DNK i potom inkubira sa DNK polimerazom, adenozin
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trifosfat (ATP) surfulirazom, luciferazom i enzimima za degradaciju nukleotida. Deoksinukleotidi
se dodaju u ponovljenim ciklusima 1 inkorporiraju u rastu¢i DNK lanac na komplementarnim
mestima u odnosi na DNK S$ablon lanac. Tokom ovog procesa pirofosfat se oslobada u
ekvivalentnoj koli¢ini sa inkorporiranim deoksinukleotidima. ATP surfuliraza katalizuje reakciju
konverzije PPi i adenozin fosfosulfata u ATP 1 sulfat. ATP obezbeduje energiju za oksidaciju
luciferina u oksiluciferin uz pomo¢ luciferaze, dovode¢i do nastanka svetlosti koja se moze
detektovati pomoc¢i foto-diode ili CCD kamera (Charged Couple Device camera). Inkorporirani
deoksinukleotidi podlezu degradaciji izmedu ciklusa uz pomo¢ enzima za degradaciju nukleotida,

najcesc¢e apiraze.Ukupna reakcija polimeraizacije na sobnoj temperaturi traje ok 3 do 4 sekunde

(47,48).

1.5.3. Upotreba sekvencioniranja genoma

1.5.3.1. Sekvencioniranje celog genoma (Whole-Genom Sequencing)

Sekvencioniranje celog genoma(Whole-Genom Sequencing - WGS) predstavlja analizu
kompletne DNK sekvence od jednom, obezbeduci najobimniju karakterizaciju genoma.
Sekvencioniranje celog genoma je postalo dostupno nakon objavljivanja projekta humanog
genoma (Human Genome Project) koji je generisao reference za sekvencioniranje humanog
genoma 1 nataj nac¢in omogucena je detekcija velikog broja genomskih alteracija kao 1
nekodiraju¢ih somatskih mutacija. Prvi put sekvenca kancerskog genoma je objavljena 2008
godine kod bolesnika sa citogenetski normalnom akutnom mijeloidnom leukemijom. Ubrzo nakon

toga pocele su studije sa sekvencioniranjem genoma karcinoma bronha (46,49).
1.5.3.2. Ciljano sekvencioniranje (targeted Sequencing)

Ciljano sekvencioniranje je alternativa sekvencioniranju celog genoma koja omogucava
generisanje manje tzv. sirovih sekvenci, ali pove¢anu pokrivenost regiona od interesa uz manju
cenu troskova. Sekvencioniranje celog eksoma (WES - Whole-exome sequencing) je proces koji
se koristi sa evaluaciju malog procenta genoma koji kodira proteine. Jo$ jedan znacajan pristup je

upotreba tzv. kancer specifi¢nih panela u kojima se sekvencioniraju prethodno selektovani geni.
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Ciljano sekvencioniranje se moze izvesti i upotrebom multiplex PCR, koji simultano vrsi
amplifikaciju dve ili vise ciljane DNK sa jedinstveno obeleZenom sondom u jednom reakcionom
sudu. Neki od benefita ove metode su smanjena koli¢ina potrebnog materijala, krace vreme trajanja
analize, niza cena u odnosi na singleplex metode. Tokom 2009. 1 2010. godine Sequist i saradnici
su metodom ciljanog sekvencioniranja analizirali 552 nesitnocelijska karcinoma, a panel za
testiranje je obuhvatao 16 gena, i to: AKT1 (v-akt murine thymoma viral oncogene homologl),
APC (adenomatous polyposis coli), BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B),
ERBB2 (v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2), FLT3 (fms-related
tyrosine kinase 3), EGFR (epidermal growth factor receptor), IDH1 (isocitrate dehydrogenase 1),
JAK?2 (Janus kinase 2), KIT (v-kit Hardy Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogenehomolog),
KRAS (Kirsten rat sarcoma), NOTCH1, NRAS (neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene
homolog), PIK3CA (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3.kinase, catalytic subunit alpha),
PTEN (phosphatase and tensin homolog), TP53 (tumor protein 53), a takode je vrSena analiza
prisustva ALK translokacije (50). Kod 170 bolesnika je detektovano prisustvo mutacija pogodnih
za leCenje ciljanom terapijom i oni su, u skladu sa detektovanom mutacijom, ukljuceni u lecCenje u

okviru klini¢kih studija.
1.5.3.3. Transkriptom (Transcriptome)

Transkriptom predstavlja kompletan set informacione RNK (mRNA) i nekodiraju¢ih RNK
transkripta proizvedenih u celiji. Najdirektniji metod odredivanja transkriptoma je konverzija
informacione RNK u komplementarnu DNK (cDNA) nakon ¢ega sledi sekvencioniranje klona.
Poredenje izmedu cDNA 1 genomske sekvence ¢e dovesti do identifikacije gena ¢ija informaciona
RNK je prisutna u transkriptomu. Sa razvojem NGS platformi, doSlo je do znacajnog porasta
protoka i mogucnosti identifikacije aberantnih sekvenci i nekodiraju¢ih RNK ¢ije se molekule
transkribuju sa genomske DNK bez sledstvene translacije u proteine ukljucuju¢i 1 mikroRNK

(microRNA), malih interferiraju¢ih RNK (small interfering RNA) i dugih nekodiraju¢ih RNK
(51).

1.5.3.4. Epigenom (Epigenome)

Epigenom je kompletan zapis hemijskih modifikacija na DNK 1 histonskim proteinima koji

reguliSe ekspresiju proteina unutar genoma. Ove modifikacije nastaju bez unutrasnjih promena u

Vladimir Stojsi¢, doktorska disertacija 24



samoj primarnoj sekvenci DNK 1 neophodne su za klju¢ne bioloSke procese, ukljucujuci
diferencijaciju, genomsko utiskivanje jednog od dva alela gena roditelja kako bi osigurali
monoalelsku ekspresiju i1 priguSivanje velikih hromozomskih domena poput X hromozoma.
Najces¢i mehanizam epigenetske modifikacije obuhvataju DNK metilaciju, modifikaciju histona
1 transkripciju malih nekodiraju¢ih RNK. DNK metilacija promotor gena je posredovana DNK
metiltransferazom 1 vodi priguSivanju direktnom inhibicijom transkripcije vezujuceg faktora za
njegovo odgovarajuée mesto. Celije kancera generalno ispoljavaju globalu hipometilaciju i
promotor specifi¢nu hipermetilaciju. Globalna hipometilacija je odgovorna za aktivaciju proto-
onkogena i gubitak alaleskog utiskivanja dok je promotor hipermetilacija odgovorna za smanjenu
gensku ekspresiju, dovode¢i do pojave alternativnih puteva za prigusivanje kljucnih tumor
supresor gena. Epigenetske modifikacije su uklju¢ene u dodavanje druge Sanse za inicijaciju
kancera preko prigusivanja preostalih aktivnih alela prethodno mutiranih tumor supresor gena

(52,53).
1.5.3.5. Upotreba NGS kod adenokarcinoma bronha

Nekoliko studija je ispitivalo primenu NGS platformi kod adenokarcinoma bronha. Imielinski i
saradnici su uradili kombinaciju WES 1 WGS na 183 plu¢na adenokarcinoma i poredili to sa
normalnim tkivom iz okoline tumora. Studija je obuhvatila 159 uzoraka u kojima je uraden samo
WES, u 23 uzorka uraden je 1 WES 1 WGS, a u samo jednom uzorku uraden je WGS. Eksonske
mutacije su bile znacajno ucestalije kod pusaca nego kod nepusaca, a najéesci obrazac mutacija je
bio C (citozin)-u-T (timin) tranzicija i C (citozin)-u-A (adenin) transverzija. Dvadeset i pet gena
je bilo znacajno mutirano u kohorti, a samo dva su bila udruzena sa znacajnim smanjenjem
prezivljavanja bez progresije. Govindan 1 saradnici su evaluirali WGS 1 transkriptom 17 bolesnika
sa nesitnocelijskim karcinomom bronha, 16 adenokarcinoma i 1 krupnocelijski karcinom. Onovni
cilj ove studije bio je da se uporede genomski profili puSaca i nepuSaca. Populacija ispitanika se
sastojala od 12 pusaca od kojih je jedan bio umeren pusac (eng. light smoker) i 5 nepusaca. Broj
tackastih mutacija po jednoj megabazi (Mb) je bio znacajno vec¢i kod puSaca (medijana 10.5 po
Mb) nego kod nepusaca (0.6 po Mb), a jedini ispitanik koji je bio umereni pusa¢ je imo 0.3
mutacije po Mb. Karakteristike samih mutacija su se takode razlikovale u odnosu na pusacki status
sa C (citozin)-u-A (adenine) transverzijom koja je nadena dominantno kod pusaca i C (citozin)-u-

T (timin) tranzicijom kod nepuSaca. U proseku je bilo 11 mutacija koje su mogle biti tretirane

Vladimir Stojsi¢, doktorska disertacija 25



lekovima, za svakog bolesnika. Sekvecioniranje transkriptoma otkrilo je 14 visoko pouzdanih
fuzija ukljucujuc¢i i novu KDELR2-ROSI fuziju koja je detektovana kod nepusaca, a koja bi mogla
biti prediktor osetljivosti na terapiju lekom krizotinib. Ciljano sekvencioniranje sa visokim brojem
provera procitanih sekvenci, sa ciljem da se validiraju promene detektovane sekvencioniranjem
celog genoma, omogucilo je 1 procenu promena u frekvenci alela (VAFs - variant allele
frequencies). Na osnovu distribucije VAFs moguce je odrediti broj i veli¢inu klonalne populacije
u svakom tumoru posebno. Deset tumora imalo je multiklonalni obrazac dok je sedam tumora
imalo monoklonalni obrazac, bez jasne razlike u odnosu na pusacki status. Ovakav pronalazak
sugeriSe da bi u buducnosti terapiju trebalo usmeriti na dominantne klonove i subklonove, jer
ciljanje samo dominantnih klonova dovodi na kraju do neuspeha usled selekcije slabije tretirane

populacije kancerskih celija (29).

1.5.4. Nove tehnologije - Sekvencioniranje tre¢e generacije (Third-Generation

Sequencing)

Uprkos znaajno povecanom protoku koji je omoguc¢io NGS, vreme do dobijanja rezultata je i
dalje dugacko kao posledica velikog broja skeniranja. Sekvencioniranje tree generacije ili
sekvencioniranje jednog molekula (single-molecule sequencing - SMS) predstavlja analizu
sekvence pojedniacnog molekula bez prethodnog kloniranja. Ovakav pristup ima odredenih
prednosti u odnosu na NGS, pre svega u prevazilaZzenju potencijalnih greski tokom PCR
amplifikacije, a to doprinosi povecanoj duzini ¢itanja i skracenom vremenu do rezultata. Jos jedna
od prednosti sekvencioniranja trece generacije je manja koli¢ina potrebnog materijala za analizu
Sto je narocCito znacajno za bolesnike sa ne resektabilnim tumorima gde su uzorci tkiva uglavnom
mali za NGS. Dve najrazvijenije SMS platforme su Heliscope i Pacific Biosiences. Obe platforme
koriste tehnologiju koja se bazira na laserom ekcitiranom fluoroscentnom signalu sa obelezenih

nukleotida (54).
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1.5.5. Klini¢ke implikacije NGS platformi

Jedna od prednosti velike akumulacije podataka o kancerskom genomu je unapredenje
razumevanja biologije kancera sa ciljem razvijanja novih klinicki relevantnih lekova. Upotreba
genomskih informacija je znacajno promenila dizajn klinickih studija iz domena karcinoma
bronha, sa sve veCom upotrebom ciljane terapije za one bolesnike koji bi trebalo da imaju najveci
benefit, a sve to na osnovu prisutnih specificnih molekularnih abnormalnosti. Iako je nekolko gena
izmenjeno u znacajnom broju tumora i otkriveno pomocu sekvencioniranja prve generacije i ili
citogenetskim analizama, ostaje veliki broj gena koji su izmenjeni u manjim frekvencama 1 koji se
teze detektuju prvenstveno zbog sekvencioniranja ograni¢enog broja gena u velikim kohortama
ispitanika ili svih kodiranih gena kod malog broja ispitanika. Primena NGS platformi sa
integrisanom  analizom genoma, transkriptoma 1 epigenoma omogucuje obimniji
pristupispitovanja tumorigeneze sa moguc¢noscu detekcije abnormalnosti koje su manje ucestale i

za koje postoji mala Sansa da bi se otkrile sekvencioniranjem prve generacije (55).

1.6. Prognosticki faktori

Prognosticki faktor se definiSe kao faktor, odreden pre zapocetog tretmana, koji ima uticaj na
bolesnikov ishod nezavisno od vrste primenjenog tretmana. Kada se govori o prognostickim
faktorima u onkologiji, za ishod bolesnika najéeSée se uzima prezivljavanje (ukupno
prezivljavanje - Overall survival - OS), prezivljavanje bez progresije bolesti (Progression free
survival - PFS) kod bolesnika koji nisu podobni za hirurSko lecenje 1 prezivljavanje bez povratka
bolesti(Disease free survival - DFS) kod bolesnika koji su podvrgnuti radikalnom hirurSkom

tretmanu.

Prognosticki faktori imaju vise uloga, a neke od najznacajnijih su: uloga u individualnoj prognozi
bolesnika, uloga u odabiru odgovarajuce terapije, omogocuvavanje poredenja razliCitih grupa
bolesnika, definisanje ulaznih kriterijuma u klini¢kim ispitivanjima, a odredeni prognosticki

faktori mogu omoguciti bolji uvid u proces bolesti i usmeriti buduca istrazivanja

Prognosticki faktori se klasifikuju na sledec¢i nacin:
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- Anatomska proSirenost bolesti: opisuje prosSirenost osnovne bolesti u trenutku
postavljanja dijagnoze. Standardno ona podrazumeva TNM Kklasifikaciju ali moze da
ukljucuje i odredivanje tumor markera kao $to su PSA kod karcinoma prostate i CEA kod

kolorektalnog karcinoma.

- Profil tumora: ukljucuje patoloske (gradus/stepen diferencijacije) 1 molekularne osobine
tumora, kao 1 obrazce genetske ekspresije. Ovi faktori mogu biti prediktivni, prognosticki

ili prate¢i dijagnosticki markeri.

- Profil pacijenta: uljucuje faktore koje se odnose na bolesnika. Tu spadaju demografski

(npr. pol i starost) i steCeni faktori (npr. imunodeficijencija i performans status).
- Okruzenje: se odnosi na dostupnost, i kvalitet terapijskih modaliteta.

Kada se govori o prognostickim faktorima vazno je naglasiti na koji ishod uti¢u 1 u kom trenutku
toka bolesti. Anatomska proSirenost osnovne bolesti,na primer, koja se koristi u TNM klasifikaciji,

je prognosticki faktor za duzinu prezivljavanja (56).

1.6.1. Prognosticki faktori kod karcinoma bronha

1.6.1.1. Stadijum bolesti

Najzastupljeniji i najvise koris¢en prognosticki faktor kod karcinoma bronha je stadijum bolesti
prema TNM klasifikaciji. Ovo je ujedno i faktor koji je na prvom mestu kada se planira terapija
bolesnika sa karcinomom bronha. Prema klinickom stadijumu bolesti petogodisnje prezivljavanje
za bolesnike u IA stadijumu iznosi u preko 50%, dok je za bolesnike u IV stadijumu bolesti

petogodisnje prezivljavanje manje od 5% (18).

1.6.1.2. Performans status

Performans status drugi najces¢e koriS¢en prognosticki faktor.Za odradivanje performans statusa

onkoloskih bolesnika najces¢e su u upotrebi dve skale, ECOG (Eastern Cooperative Oncology
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Group skala 1 Karnofsky skala (57,58). ECOG/ skala je naj¢esc¢e u upotrebi. Ova skala ima raspon
od 0 do 5, gde 0 predstavlja bolesnika koji je kompletno pokretan, bez ogranic¢enja i bez simptoma,

dok 5 predstavlja smrtni ishod (tabela 5).

Tabela 5. ECOG performans status

Stepen = ECOG performans status

0 Bez tegoba. Potpuno aktivan, izvrSava sve Zivotne aktivnosti kao i pre
bolesti bez ogranicenja
1 Ima simptome, ali je kompletno aktivan. Povremeno ograni¢en u

teskoj fizickoj aktivnosti. Sposoban za izvrsenje lakog posla ili sedece
prirode, npr. lak posao u kuéi ili kancelarijski posao.

2 Ima simptome. Pokretan i kompletno brine o sebi, ali je radno
nasposoban. Van kreveta vise od 50 % u toku dana.

3 Ima simptome i u krevetu provodi vise od 50% dana, ali nije vezan za
postelju. Ograniceno sposoban za zbrinjavanje.

4 Kompletno nesposoban. Ne moze da brine o sebi. U potunosti vezan
za stolicu ili krevet.

5 Smrtni ishod

Druga skala koja je nesto manje u upotrebi od ECOG skale je Karnofsky skala koja ima raspon od

10 (moribundan bolesnik) do 100 (kompletno aktivan, bez simptoma).

Za perfomans status se pokazalo da, pored stadijuma bolesti, predstavlja znacajan, nezavistan,
prognosticki faktor. Bolesnici koji imaju lo$iji performans status imaju i losiju prognozu bolesti,
ali i loSije toleriSu primenjenu terapiju u odnosu na bolesnike sa boljim performans statusom

(58,59).

1.6.1.3 PuSenje

Pusacki status jasno predstavlja negativan prognosticki faktor kod bolesnika kod kojih je
postavljena dijagnoza karcinoma bronha u I1IB 1 IV stadijumu bolesti. Oko 80% karcinoma bronha
kod muskaraca i ¢ak 83% kod Zena uzrokovano je pusenjem. Aktuelni puSaci imaju 15 puta veci

rizik da umru od karcinoma bronha u odnosu na osobe koje nikada u Zivotu nisu pusile. Rizik za

Vladimir Stojsi¢, doktorska disertacija 29



nastanak karcinoma bronha u vezi je sa duzinom puSackog staza i koli¢inom popusenih
cigareta.PusSacki staz se meri indeksom pakla-godina i pokazao se kao obrnuto proporcionalan
ukupnom prezivljavanju kod bolesnika koji boluju od karcinoma bronha.Bolesnici koji su nepusaci
imaju bolju prognozu u odnosu na bolesnike koji su pusaci. Takode, jasna razlika u prezivljavanju
postoji 1 izmedu trenutnih 1 bivsih pusaca (58,60). Nepusaci imaju bolju prognozu od pusaca i kada
je u pitanju rani stadijum karcinoma bronha. Nakon hirurSkog leCenja nepusaci imaju bolje
prezivljavanje u odnosu na pusace, a takode imaju i manje postoperativnih komplikacija. Postoje
dokazi da pocetak puSenja u mladoj dobi nosi dodatne rizike i povecava smrtnost u odnosu na
pocetak pusenja u zreloj dobi dok prestanak pusenja, sa druge strane, donosi znacajno poboljSanje
zdravlja 1 smanjuje rizik od nastanka karcinoma bronha c¢ak i kod osoba koje su dugogodiSnji
pusaci (61,62).Pripadnici muskog pola sa dugogodisnjim pusackim stazom imaju kumulativni
rizik od 15.9% za smrt uzrokovanu karcinomom bronha do 75. godine Zivota. Za muskarce koji
prestanu da puse u Sezdesetoj, pedesetoj, Cetrdesetoj ili tridesetoj godini zivota kumulativni rizik
za smrt od karcinoma bronha pada na 9.9%, 6%, 3% 1 1.7% respektivno. Na grafikonu Sprikazan
je kumulativni rizik za smrt od karcinoma bronha u odnosu na uzrast i prestanak puSenja. Prestanak
pusenja kod pripadnica zenskog pola ima iste benefite kao i kod muskaraca, dovodec¢i do smanjenja
kumulativnog rizika za smrt uzrokovanu karcinomom bronha do 75. godina Zivota. Kumulativni
rizik kod Zena koje su viSegodisnji puSaci iznosi 9.5%, a pada na 5.3% 1 2.2% kod Zena koje

prestanu da puse u Sezdesetoj i pedesetoj godini Zivota respektivno (63,64).
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Grafikon 5. Efekti prestanka puSenja u odredenoj dobi na kumulativni rizik od smrti uzrokovane
karcinomom bronha do 75. godine zivota.
Izvor:https://www.quora.com/How-do-I-know-if-smoking-is-affecting-someones-lungs-Are-
there-any-medical-tests

1.6.1.4. Pol

Pol kao jedan od fundamentalnih, bioloskih faktora svakako privlaci paznju. Epidemija karcinoma
bronha kod pripadnika Zenskog pola pocela je kasnije nego kod pripadnika muskog pola. I dok se
kod muskaraca poslednjih godina primec¢uje pad incidence oboljevanja od karcinoma bronha kod
zena je taj broj i dalje u porastu. Svake godine, znacajno veéi broj muskaraca, u odnosu na zene,
umire od kracinoma bronha, medutim razlika izmedu polova konstantno pokazuje trend smanjenja
(2,65). Mnoge studije su pokazale da je zenski pol pozitivan prognosticki faktor u pogledu
prezivljavanja od karcinoma bronha bez obzira na stadijum bolesti i druge pridruzene faktore kao
Sto su godine starosti, puSacki status, histologija tumora (66-68). Da je zenski pol nezavistan,
pozitivan prognoticki faktor potvrdila je i meta-analiza iz 2011 godine (69). Ova studija obuhvatila
je 39 studija sa ukupno 86.800 bolesnika. Rezultati ove studije pokazali su da zene sa karcinomom
bronha imaju bolje prezivljavanje u odnosu na muskarce bez obzira na primenjenu statistiCku
metodu (univarijantna ili multivarijantna analaiza), stadijum bolesti, histoloski tip tumora i pusacki

status.

1.6.1.5. Godine starosti

Godine starosti su prepoznate kao prognosticki faktor kod svih malignih oboljenja, dakle, ne samo
kod karcinoma broha. Uzimaju¢i u obzir ¢injenicu da je zivotni vek ljudske populacije u porastu
imamo 1 povecanu incidencu karcinoma bronha u starijoj popupaciji. Smatra se da 60% svih
bolesnika, koji boluju od karcinoma bronha, spada u grupu starijih od 65 godina, tako da se za
karcinom bronha moze reci da je bolest koja pripada starijoj populaciji (1,6,70,71). Kada su godine
starosti u pitanju onda je grupa bolesnika u starijoj zivotnoj dobi poseban problem u onkologiji.
Tretman ovih bolesnika, iako ¢ine ve¢inu populacije obolele od karcinoma bronha, je ¢esto veliki

izazov za klini¢are i predmet velikih debata. Mogu¢i razlozi za to su pre svega veca ucestalost
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komorbiditeta kod starije populacije kao 1 manje ocekivana duZina prezivljavanja (69). U jednoj
retrospektivnoj studiji koja je obuhvatila vise od 1.200 bolesnika potvrdena je korelacija izmedu
godina starosti 1 komorbiditeta. Medutim, u pogledu prezivljavanja nije bilo znacajne razlike
izmedu grupe starijih i grupe mladih bolensika, iako je gripa starijih primila manje hemioterapije
(72).

1.6.1.6. Ostali prognosticki faktori

U literaturi postoji veliki broj publikacija o potencijalnim bimarkerima kod karcinoma bronha koji
se jos uvek ne primenjuju rutinski u svakodnevnoj klini¢koj praksi. Cesto, nezavisna prognosticka
vrednost tih potencijalnih biomarkera nije do kraja ustanovljena kao ni njihov odnos sa ve¢
dokazanim prognosti¢kim faktorima. Medutim, za neke od njih je predlozeno da imaju pozitivau
prognosticku vrednost: p53 normalans status, odusutvo EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor) ekspresije, niska VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) ekspresija, odsustvo
KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) mutacije, TTF1(Thyroid Transcription
Factor - 1) pozitivnost, niska ekspresija klase III beta-tubulina (kod hirurski le¢enih bolesnika), i

to je sve potkrepljeno rezultatima studija meta-analize (73).

1.7. Genske alteracije kod karcinoma bronha

Napredak na polju molekularne biologije je omogucio identifikaciju molekularnih markera za
karcinom bronha sa vrednim prediktivnim i prognostickim znac¢ajem. Procenjuje se da je oko 10
do 20 genetskih desavanja, ukljucujuéi i promene onkogena i tumor supresor gena, ve¢ prisutno u
momentu kada karcinom bronha postaje klinicki evidentan. Raznovrsne genetske 1 epigenetske
mutacije su primecene kod nesitnocelijskog karcinoma bronha, posebno adenokarcinoma. Genske
alteracije se odnose uglavnom na mutacije koje su odgovorne za nastanak, odnosno iniciranje 1
odrzavanje Celija raka. Ove mutacije se ¢esto nalaze u genima koji kodiraju signalne proteine, a

koji su klju¢ni za odrzavanje normalnog ¢elijskog rasta i prezivljavanja. Prisusutvo mutacije u
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ovim genima ¢e dodeliti prednost rasta Celijama raka, favorizuju¢i njihov opstanak tokom

progresije tumora (74-76).

Prvi korak prilikom razvoja novih terapijskih opcija za bilo koju bolest, pa tako i za karcinom
broha, je upravo razumevanje molekularnih desavanja koja su dovela do samog nastanka bolesti i
kasnije njenog opstanka 1 progresije. Ispitivanje genskih alteracija daje neprocenjivi podstrek za
razvoj novih, ciljanih, terapijskih opcija za karcinom broha i ima znacaj, ne samo za razvoj novih
terapijskih opcija, ve¢ i za utvrdivanje biomarkera za ranu dijagnozu karcinoma bronha, njegovu

prognozu, kao i predikciju odgovora na odredeni terapijski rezim (77).

Istrazivacka mreza TCGA (The Cancer Genome Atlas) i druge grupe su identifikovale nekoliko
genskih alteracija (mutacija, amplifikacija, rearanzmana) koje su posebno zastupljene i znacajne
kod adenokarcinoma bronha, a to su: EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor). KRAS (Kirsten
rat sarcoma viral oncogene homolog), MET (mesenchymal-epithelial transition factor), EML4-
ALK (Echinoderm microtubule associated protein-like protein 4 - Anaplastic Lymphoma Kinase),
ROSI (c-ros oncogene 1), RET (rearranged during transfection), BRAF (v-Raf murine sarcoma
viral oncogene homolog B1) i TP53 (tumor suppressor protein 53) (78). Smatra se da ¢ak 60%
svih adenokarcinoma poseduje neku od genskih alteracija, a alteracije u EGFR, KRAS i ALK genu

odnose polovinu svih slucajeva.

1.7.1. EGFR - Receptor Epidermalonog Faktora Rasta (Epidermal Growth Factor
Receptor)

Gen receptora epidermalnog faktora rasta(EGFR) nalazi se na hromozomu 7p11.2 i ¢lan je Herl
familije transmembranskih receptora faktora rasta. EGFR se sastoji iz tri dela, N-terminalnog
ekstracelularnog domena za koji se vezuje ligand, transmembranskog lipofilnog segmenta i C -
terminalnog intracelularnog dela koji sadrzi domen tirozin kinase. EGFR tirozin kinaza modulira
¢elijsku proliferaciju i prezivljavanje preko autoaktivacije samog EGFR, ili preko dva nishodna
signalna puta: PIK3CA/AKTI/MTOR i1 RAS/RAFI/MAP2K1/MAPK1 (79,80). Vezivanje
specificnog liganda vodi homodimerizaciji ili  heterodimerizaciji sa poslediénom

autofosforilacijom intracelularnog receptorskog domena tirozin kinase. Aktivirana tirozin kinaza
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zatim angazuje odgovarajuce, prethodno pomenute, komponente nishodnih signalnih puteva koji
su ukljuceni u mnogobrojne Celijske procese poput Celijske proliferacije, prezivljavanja, invazije i
¢elijske pokretljivosti i anti-apoptoze. Akrtiviraju¢e EGFR mutacije nalaze se u rasponu od eksona
18 do eksona 21 gena za EGFR, a 90 % svih mutacija ¢ine delecija u eksonu 19 i tackasta mutacija
u eksonu 21 (L858R), dok se mutacije rede detektuju u eksonu 18 (G719X) 1 druga mutacija u
eksonu 21 (L861G) (80,81). Mutacija u eksonu 20 je relativno retka i ne pripada grupi aktivirajucih
mutacija ve¢ pripada grupi rezistentnih mutacija (82). Podela mutacija u domenu EGFR gena na
aktivirajuée 1 rezistentne izvrSena je na osnovu njihove osetljivosti na lekove prve generacije
inhibitora tirozin kinaze (gefitinib, erlotinib). Velike, internacionalne studije potvrdile su da je
prisustvo aktiviraju¢ih mutacija u domenu EGFR gena prediktivan znak odgovora na terapiju sa

inhibitorima tirozin kinaze (83,84).

Postoje odredene klinicko-patoloske karakteristike tumora i bolesnika za koje je dokazano da su
Ges¢e povezani sa EGFR mutacijama. Sto se ti¢e tumora, EGFR mutacije su najées¢e kod
adenokarcinoma, a $to se bolesnika tice, EGFR mutacije su ¢es¢e kod nepusaca, bolesnika zenskog

pola i bolesnika koji su pripadnici azijatske rase (85)

Incidenca EGFR mutacija varira medu razli¢itim populacijama ljudi. Kod kavkaske rase prisustvo
EGFR mutacija je zastupljeno u 10-15% slucajeva bolesnika koji boluju od uznapredovalog,
metastatskog adenokarcinoma bronha, dok je kod azijatske rase EGFR pozitivnost prisutna i u
preko 50% slucajeva, u nekim studijama i do 75% (86). Gledano po geografskim regionima
najveca incidence EGFR mutacija zabelezana na dalekom istoku, Azija-Pacifik 47%, dok je
najniZa incidenca zabeleZena u Australiji, 12% (87). Incidenca mutacija u domenu EGFR gena
kod bolesnika sa ranim stadijumom adenokarcinoma bronha, koji su hirurski leceni, nije poznata
u meri u kojoj je poznata za uznapredovali, metastatski stadijum bolesti. Jedan od razloga je taj sto
se u klini¢koj praksi testiranje tumorskog tkiva na prisustvo mutacija u domenu EGFR gena, u
vecéini zemalja, ne izvodi rutinski kod ranog stadijuma bolesti ve¢ samo kod uznapredovalog
(88).Medutim, u pojednim delovima sveta, istrazivaci su testirali i odredivali uc¢estalost EGFR
mutacija kod ranog stadijuma adenokarcinoma bronha. MSKCC (Memorial Sloan-Kettering
Cancer Center) grupa je 2008 godine objavila rezultate testiranja tumora 296 operisanih bolesnika
kod kojih je utvrdila prisustvo EGFR mutacije u 14% slucajeva (89). Ista grupa je 2012 godine

objavila rezultate testiranja tumora 1118 bolesnika koji su imali rani stadijum adenokarcinoma
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bronha 1 hirurski u leceni 1 ovaj put EGFR pozitivnost je dokazana u 20% slucajeva (90). U jednoj
studiji kod pripadnika crne rase, kod kojih je hirurski odstranjen adenokarcinom bronha u ranom

stadijumu, ucestalost EGFR mutacija je bila 19% (91).

Mutacije u domenu EGFR gena zauzimaju cenralno mesto vecine istrazivanja koja imaju za cilj
da utvrde prediktivni i prognosticki znacaj ovih mutacija kod karcinoma bronha. Prediktivni znacaj
postojanja aktiviraju¢ih EGFR mutacija, u tumorima bolesnika sa uznapredovalim, metastatskim
adenokarcinomom bronha, koji su na terapiji sa tirozin kinaza inhibitirima, je potvrden u nekoliko
velikih internacionalnih klinickih studija. Ciljana terapija inhibitorima tirozin kinaze, medutim,
kod ranog stadijuma adenokarcinoma bronha, nije pokazala znacajan benefit za ove bolesnike, za
razliku od benefita koji vidamo kod leCenja bolesnika sa uznapredovalim, metastatskim

adenokarcinomom bronha (92).

Prisustvo mutacija u EGFR genu se pokazalo kao pozitivan prognosticki faktor kod bolesnika sa
uznapredovalim, metastatskim adenokarcinomom bronha bez obzira na vrstu terapije koju su
primili (93-96), medutim, ima 1 studija u kojima prisustvo EGFR mutacije nije dovelo do bolje

prognoze kod bolesnika na hemioterapji (97).

Prognosticki znacaj mutacija u domenu receptora epidermalnog faktora rasta kod bolesnika sa
ranim stadijumom adenokarcinoma bronha, koji su hirurSku leceni, do danas nije u potpunosti
razjasnjen.Novija studija Japanskih istraZivaca pokazala je da je EGFR pozitivan status nezavistan
prognosticki faktor za ukupno prezivljavanje (Overal Survival - OS) i prezivljavanje bez bolesti
(Disease Free Survival - DFS) kod stadijuma Ib adenokarcinoma bronha (98). U jo§ dve
studijejapanskih istrazivaca, koje su sprovedene kod operisanih bolesnika sa adenokarcinomom
bronha u ranom stadijumu, dokazano je da je ukupno prezivljavanje, nakon relepsa bolesti, bilo
duze kod bolesnika ¢iji su tumori imali mutiran EGFR gen (99, 100). U ranije pomenutoj studiji
istrazivaca iz MSKCC (Memorial Sloan-Kettering Cancer Center), koja je obuhvatila 1118
uzoraka ranog stadijum adenokarcinoma bronha nakon hirurske resekcije, ukupno prezivljavanje
je statisticki znacajno bilo duZe u grupi bolesnika kod kojih je potvdeno prisusvo mutacije u EGFR
genu (90).Nasuprot tome, u jednoj studiji itallijanskih istrazivala koja takode
jeispitivalaprezivljavanje bolesnika sa ranim stadijumom adenokarcinoma bronha koji su imali

mutiran EGFR gen, u odnosu na one bolesnike bez prisustva mutacije, nije nadena statisticki
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znadajna razlika u ukupnom preZivljavanju izmedu ove dve grupe ispitanika. Stavise, prisutvo
mutacije u EGFR genu je bilo povezano sa trendom losije prognoze (101). Tokom 2014 godine,
objavljena je jedna velika meta-analiza kineskih istrazivaca, koja je sprovedena sa namerom da se
utvrdi prognostic¢ki znacaj prisustva EGFR mutacija kod ranog stadijuma karcinoma bronha koji
su hirurski resecirani. Ukupan broj bolesnika obuhvaéenih ovom meta-analizom bio je 4122.
Rezultati ove meta-analize, u pogledu prezivljavanja bez bolesti i ukupnog prezivljavanja,
ukazivali su na to da prisustvo EGFR mutacije nema prognosticki znacaj kod grupe bolesnika sa
hirurski reseciranim ranim stadijumom karcinoma bronha, medutim, potrebne su dobro dizajnirane

prospektivne studije ne bi li se sa veCom sigurnoscu potvrdili ovakvi rezultati (92).

1.7.2. KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog)

KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) je najCesca genska alteracija kod
adenokarcinoma bronha. KRAS pripada familiji RAS (Rat sarcoma) gena (Kirsten rat sarcoma -
KRAS, Neuroblastoma rat sarcoma - NRAS i Harvey rat sarcoma - HRAS). Oni kodiraju familiju
membranskih proteina koji imaju ulogu u regulaciji celijskog rasta, odnosno proliferacije,
diferencijacije 1 apoptoze na taj nacin Sto ulaze u interakciju sa mnogim efektorskim signalnim
putevima poput STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) 1 PI3K
(phosphoinositide 3-kinase). RAS proteini sti¢u svoj onkogeni potencijal kada dode do zamene
aminokiselina na poziciji 12, 13 ili 61 kao rezultat tackaste mutacije u okviru gena. Ova tackasta
mutacija dovodi do konstitutivne aktivacije RAS signalnog puta. KRAS mutacija predstavlja 90%
svih RAS mutacija kod adenokarcinoma bronha, a ¢ak 97% od KRAS mutacija kod
nesitnocelijskog karcinoma bronha ukljucuju kodon 12 i 13 (80,102).

Incidenca KRAS mutacija kod karcinoma bronha krece se od 8% do 24%, prema nekim studijama
1do 30% (102,103). U jednoj velikoj epidemioloskoj studiji u Latinskoj Americi koju je sprovela
CLICaP (The Latin-American Consortium for the Investigation of Lung Cancer) grupa, testirano
je 5738 uzoraka karcinoma bronha i incidenca KRAS mutacije bila je 14% kod bolesnika da
adenokarcinomom (104). Kod pripadnika crne rase, KRAS mutacija je detektovana u 17%
sluc¢ajeva za razliku od kavkaseke rase gde je incidenca KRAS mutacija nesto veca, i detektovana

jeu 26% slucajeva (92)
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Dok su EGFR mutacije ¢eS¢e kod nepusaca, KRAS mutacije su snazno povezane sa pusackim
statusom. U studiji u kojoj je analizirano 500 uzoraka adenokarcinoma bronha KRAS mutacija je
bila zastupljena u 15%, 22% 1 25% kod nepusaca, bivsih pusaca i aktivnih pusaca, respektivno
(105). Grupa istrazivac¢a iz MSKCC (Memorial Sloan Ketterin Cance Centre) je sprovela studiju
genotipizacije 3026 uzoraka adenokarcinoma bronha 1 konstatovala KRAS mutaciju kod 34%
bolesnika koji su bili puSaci 1 6% kod bolensika koji su bili nepusaci (106). Takode, pored
pusaskog statusa, KRAS mutacija je ¢esce prisutna kod bolesnika starije zivotne dobi, bolesnika

zenskog pola i bolesnika pripadnika kavkaske rase (107).

Do danas ne postoji ustanovljen pristup terapiji bolesnika sa KRAS mutiranim tumorima. U toku
su klinicke studije koje ispituju razliite inhibitore KRAS mutiranih adenokarcinoma, a ciljani
signalni putevi su RAS/RAF/MEK i PI3K/AKT/mTOR. Studija faze II sa lekom Selumetinib
(MEK1/MEK2 inhibitor) kod bolesnika sa uznapredovalim, metastatskim, KRAS pozitivnim
adenokarcinomom bronha, demonstrirala je bolje vreme prezivljavanja bez progresije bolesti i
ukupno prezivljavanje kod bolesnika koji su primali docetaksel + selumetinib, naspram grupe

bolesnika koja je samo primala docetaksel (108).

Zvanicne preporuke ne savetuju rutinsko testiranje tumora na prisustvo KRAS mutacija. Prisustvo
KRAS mutacije u tumoru je uzajamno iskljucivo sa postojanjem drugih aktiviraju¢ih mutacija kao
Sto su EGFR mutacije i ALK rearanZman, tako da je najveci znacaj u odredivanju prisustva KRAS
mutacija upravo isklju¢enje postojanja drugih, manje zastupljenih mutacija, kao i eventualnog
razloga za lo§ odgovor na terapiju tirozin kinaze inhibitorima kod bolesnika sa EGFR mutiranim
tumorima jer ispoljavanje KRAS mutacije predstavlja jedan od vidova rezistencije tumora na TK

inhibitore (109).

Prognosticki znacaj prisustva KRAS mutacije kod ranog stadijuma karcinoma bronha, koji je
hirurcki reseciran, ispitivala je grupa holandskih autora devedestih godina proslog veka (110). U
ovoj studiji, na malom broju ispitanika, nije postojala statisticki znacajna razlika izmedu grupe
bolesnika sa prisutnom KRAS mutacijom i grupe bolesnika bez prisustva KRAS mutacije u
pogledu pola, puSackog statusa, stadijuma bolesti. Medutim, grupa bolesnika sa KRAS mutiranim
tumorom je statisticki znacajno imala loSije prezivljavanje u odnosu na drugu grupu. Krajem

proSlog veka objavljena je kombinovana analiza osam klini¢kih studija koja je obuhvatila 881
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sluc¢aj bolesnika sa karcinomom bronha. Ucestalost KRAS mutacije bila je 25%, 1 premda su
studije obuhvacene ovom analizom bile izuzetno heterogene, rezultati sugeriSu da je prezivljavanje
kod bolensika ¢iji tumori poseduju KRAS mutaciju bilo krac¢e (111). Tokom 2013-te godine
Shepherd 1 saradnici objavili su zbirnu analizu o prognosti¢kom i prediktivnom efektu KRAS
mutacije kod ranog stadijuma karcinoma bronha, kod bolensika koji su uc¢estvovali u Cetiri velike
klinicke studije sa aduvantnom hemioterapijom (112). Od ukupno testiranih 1718 uzoraka 1 1534
dostupna rezultata testiranja u 300 uzoraka je potvrdena KRAS mutacija (19%). Nije bilo
statisticki znaCajne razlike u ukupnom prezivljavanju i prezivljavanju bez bolesti bolesnika sa
KRAS mutiranim tumorima u odnosu na one bolesnike kod kojih nije dokazano prisustvo mutacija
u domenu KRAS gena.Nadal i saradnici su u studiji na 179 uzoraka adenokarcinoma bronha u
ranom stadijumu, bolesnika koji su hirurski lec¢eni, dokazali da je prisustvo KRAS mutacije
povezano sa statisticki znac¢ajnim loSijim prezivljavanjem bez bolesti i ukupnim prezivljavanjem.
Univarijantnom analizom je ustanovljeno da je jedan podtip KRAS mutacije, G12C mutacija, bila
povezana sa loSijim prezivljavanjem bez bolesti i ukupnim prezivljavanjem u odnosu na ostale
podtipove KRAS mutacije i u odnosu na divlji tip (wild type) KRAS mutacije (113). Slicno ovoj
studiji, Renaud i saradnici su utvrdivali prognosticki znacaj drugog podtipa KRAS mutacije, G12V
mutacije, kod 841 hirurski reseciranog adenokarcinoma bronha bolesnika kavkaske rase. Rezultati
su ukazivali na to da je podtip G12V mutacija KRAS gena povezana sa znacajno loSijim
prezivljavanjem bez bolesti i ukupnim prezivljavanjem (114). Zheng je 2016 godine,sa
saradnicima, objavio rezultate studije sprovedene u Kini na pripadnicima azijatske rase (115). Od
1368 uzoraka reseciranog adenokarcinoma bronha u ranom stadijumu, 113 je bilo pozitivno na
prisustvo KRAS mutacije (8.3%). Statistickom obradom podataka nije nadena znacajna razlika u
prezivljavanju bez bolesti i ukupnom prezivljavanju u odnosu na priustvo razli¢itog podtipa KRAS
mutacije. Prisustvo KRAS mutacije u tumoru se nije €inio kao lo§ prognosticki znak, ipak,
bolesnici muskog pola, sa veéim stadijum bolesti i oni bolesnici ¢iji su tumori bili loSije
diferentovani su ziveli krace. S obzirom da je klinicka znacajnost prisustva KRAS mutacije i dalje
nedovoljno razjasnjana, a rezultati studija, koje su se bavile ovom problematikom, ne konzistentni,
tokom 2016 godine, grupa kineskih naucnika objavila je rezultate jedne velike meta-analize koja
je obuhvatila 41studiju, a cilj je bio sa se utvrdi prognosticki znac¢aj prisustva KRAS mutacije kod
karcinoma bronha. Od 13103 ukljucena slu¢aja, kod 2374 je detektovano prisustvo KRAS

mutacije (18%). KRAS mutacija je bila povezana sa odredenim klini¢ko-patoloSkim
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karakteristikama, a to su bili: histoloski tip adenokarcinoma bronha i1 puSacki status. Distribucija
u odnosu na rasu bolesnika se kretala od 4.4% do 24.4 % sa bolesnike azijatske rase, dok je kod
bolesnika kavkaske rase KRAS mutacija bila zastupljena od 6,7% do 47.4%. Na osnovu zbirne
analize trideset 1 sedam studija, koje su poredile ukupno prezivljavanje bolesnika sa mutiranim
KRAS genom u odnosu na bolesnike sa divljim tipm KRAS gena, dokazano je da bolesnici sa
KRAS mutiranim genom u svojim tumorima imaju loSije ukupno prezivljavanje. Takode je
pokazano da je prisutvo KRAS mutacije daleko losiji prognosticki faktor za pripadnike azijatske
rase u odnosu na pripadnike kavkaske rase. Kada su se iz zbirne analize izdvojili samo slucajevi
sa ranim stadijumom karcinoma bronha, koji su radikalno hirurski leceni, prezivljavanje bez
progresije bolesti je bilo znacajnije losije kod bolesnika sa KRAS mutiranim tumorima sugeriSuci
da prisustvo KRAS mutacije kod ranog stadijuma karcinoma bronha predstavlja lo§ prognosticki

znak (116).

1.7.3. ALK - Kinaza Anaplasticnog Limfoma (Anaplastic Lymphoma Kinase)

Kinaza anaplasticnog limfoma (Anaplastic Lymphoma Kinase - ALK) pripada grupi receptora
tirozin kinaze i prvenstveno je bila opisana kod anaplasti¢nog limfoma po kojem je i dobila ime.
Kod nesitnocelijskog karcinoma bronha, kinaza anaplasticnog limfoma je otkrivena 2007 godine,
kada suSodai saradnici otkrili inverziju na kra¢em kraku hromozoma broj 2 koja je rezultovala
fuzijom N-terminalnog dela gena EML4 (echinoderm microtubule-associated protein-like 4) sa
ALK genom (117). Od tada, pa do danas, otkriveno je nekoliko oblika EML4-ALK
fuzije,rearanzmana, odnosno translokacije, ali karakteristicno je da svaki od tih oblika sadrzi deo

domena EML4 gena i intracelularni domen tirozin kinaze ALK gena.

EMLA4-ALK fuzija spada u retke genske alteracije kod karcinoma bronha. Incidenca EML4-ALK
fuzije kod adenokarcinoma bronha krece se, u zavisnosti od studija i nacina detekcije ove mutacije,
od 3% do 13% (80,117,118).U kavkaskoj 1 azijatskoj populaciji ALK mutirani nesitnocelijski
karcinom bronha najSece je zastupljen izmedu 4% 1 5% (119,120). U studiji koja je objavljena
2016 godine, a koja je sprovedena u Institutu za pluéne bolesti Vojvodine, Zaric 1 saradnici su
ispitivali povezanost klini¢ko-patoloSkih karakteristika, prisustva ALK mutacije 1 podtipa

adenokarcinom bronha kod hirurski lecenih bolesnika pripadnika isto¢no evropske kavkaske
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populacije (121). ALK pozitivnost utvrdena imunohistohemijom bila je prisutna u 6.2% slucajeva,

a zatim je ALK pozitivnost potvrdena fluoroscentnom in-situ hibridizacijom u 5.1% slucajeva.

Za utvrdivanje prisustva ALK mutacije danas su najviSe u upotrebi imunohistohemija i
fluorescentna in-situ hibridizacija koja i dalje predstavlja zlatni standard u dijagnostici ALK
pozitivnosti kod karcinoma bronha, mada se ALK pozitivhost moze odredivati i polimeraza
lancanom reakcijom, a rede, u standardnoj klini¢koj praksi, i sekvencioniranjem sledece generacije

(122).

Prisustvo ALK rearanzmana kod bolesnika sa karcinomom bronha povezano je sa odredenim
klinicko-patoloskim karkateristikama, a to su mlada Zivotna dob, negativan puSacki status i

histoloski tip adenokarcinoma (81,121,123).

EMLA4-ALK fuzija je uzajamno iskljuciva sa prisustvom EGFR i KRAS mutacije izuzimajuci

veoma retke sluc¢ajeve kada se ove mutacije mogu naci zajedno u jednom tumoru (109,124).

Kao i EGFR, ALK takode spada u grupu mutacija oje mogu biti meta prilikom primene ciljane
terapije. Terapija bolesnika sa uznapredovalim, metastatskim ALK pozitivnim adenokarcinomom
bronha dozivela je pravu revoluciju sa pojavom leka krizotinib (Crizotinib) koji predstavlja ALK,
ROSI1 i MET inhibitor prve generacije. Veliki broj multinacionalnih, randomizovanih klini¢kih
studija je dokazao benefit primene leka krizotinib kod bolesnika sa ALK pozitivnim
adenokarcionom bronha u uznapredovalom, metastatskom stadijumu bolesti (125-127). Medutim,
samo prisustvo ALK mutacije kod uznapredovalog, metastatskog adenokarcinoma bronha se
smatra negativnim prognostickim faktorom. U studiji sprovedenoj u Juznoj Koreji, koja je
objavljena 2012 godine, Lee 1 saradnici su sproveli retrospektivnu analizu u kojoj su poredili
ukupno prezivljavanje (OS) kod bolesnika sa ALK mutiranim uznapredovalim adenokarcinomom
bronha, u eri pre postojanja ALK inhibitora, naspram bolesnika sa EGFR mutiranim
uznapredovalim adenokarcinomom bronha 1 bolesnika sa uznapredovalim adenokarcinomom
bronha koji nosi divlji tip (wild type) ALK i EGFR gena (128). Bolesnici sa ALK pozitivnim
tumorom su imali najkrace prezivljavanje porede¢i sve tri grupe ispitanika. Ova razlika u
prezivljavanju je bila statisticki visoko znacajna u poredenu bolesnika sa ALK pozitivnim
tumorima naspram bolesnika sa EGFR pozitivnim tumorima, dok je statisticka znacajnost nije

prime¢ena izmedu ALK pozitivne grupe bolesnika i grupe bolesnika sa divljim tipom ALK gena.

Vladimir Stojsi¢, doktorska disertacija 40



Prognosticki znacaj ALK rearanzmana ispitivan je 1 kod ranog stadijuma adeokarcinoma bronha.
U naSoj zemlji, testiranje ranih stadijuma adenokarcinoma bronha na prisustvo ALK, EGFR 1
drugih mutacija jos$ nije deo standardne klini¢ke prakse. U jednoj studiji objavljenoj 2012 godine,
Paiki saradnici su izmedu ostalog ispitivali 1 prognosticki znacaj prisustva ALK rearanzmana kod
735 hirurski leCenih bolesnika sa ranim stadijumom adenokarcinoma bronha (129). Nisu
primecene statistiCki znacajne razlike kako u ukupnom prezivljavanju tako i u prezivljavanju bez
bolesti izmedu bolensika sa ALK mutiranim tumorima i bolesnika sa divljim tipom ALK gena.
ALK rearanzman se nije pokazao ka prognosticki znacajan faktor kod bolesnika sa ranim
stadijumom adenokarcinoma bronha. U jendoj retrospektivnoj studiji sprovednoj na Mayoklinici
u Sjedinjenim Americkim Drzavama (Mayo Clinic, Rochester,Minnesota, USA) dokazano je da
je prisustvo ALK rearanzmana znacajno povezano sa loSijim prezivljavanjem bez bolesti kod
bolesnika sa ranim stadijumom adenokarcinoma bronha (130). ~'The Lungscape ALK project’’je
dizajniran kako bi se odredila ucestalost i prognosticki znacaj prisustva ALK rearanzmana kod
hirurski reseciranih bolesnika saadenokarcinom bronha stadujuma od I do III. Analiza ALK statusa
je sprovedena imunohistohemijom i fluoroscentnom in-situ hibridizacijom kod 1281 bolesnika.
Ukupno prezivljavanje i prezivljavanje bez bolesti je bilo znacajno duze kod ALK pozitivnih

bolesnika u poredenju sa ALK negativnim bolesnicima (131).
1.7.4. ROS1 (c-ros oncogene 1)

ROSTI (c-ros oncogene 1) takode pripada grupi receptora tirozin kinaze, sturkturno je veoma sli¢an
kinazi anaplasticnog limfoma (ALK), ¢ak 77% aminokiselinskog sastava ROS1 1 ALK receptora
tirozin kinaze je identi¢no, a kodiran je od strane ROS1 gena koji se nalazi na hromozomu broj 6.
ROSI fuzija, odnosno rearanzman je prvi put otkriven kod glioblastoma 1987 godine, a tek 2007
godine ova genska alteracija je otkrivena i kod nesitnocelisjkog karcinoma bronha. Do danas je
otkriveno devet partner proteina sa kojima ROS1 stupa u fuziju, a naj¢es¢i medu njima je CD74.
ROSI1 rearanzman svoje dejstvo ispoljava preko aktivacije PI3K/AKT/mTOR, JAK/STAT i
MAPK/ERK, a rezultat akrivacije ovih niskhodnih signalnih puteva je prezivljavanje celija raka i
njihova proliferacija (132,133). Incidenca ROSI rearanZmana kod bolesnika sa karcinomom
bronha krec¢e se od 0.7% do 1.7% (134,135).Kod usko selektovane populacije frekvencija ROS1
reranZzmana je veca nego u ne selektovanoj populaciji (136). Sredinom 2015 godine, Zhu i

saradnici, objavili su velikau meta-analizu koja je obuhvatila 9898 bolesnika sa nesitnocelijskim
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karcinomom bronha, a cilj je bio utvrdivanje klini¢ko-patoloskih karakteristika ROS1 pozitivnih
bolesnika (137). Kod 6868 bolesnika sa histoloskim tipom adenokarcinoma bronha frekvenca
ROSI1 rearanzmana je bila 2.4%, dok je kod drugih histoloskih tipova, ne-adenokarcinoma,
frekvenca bila svega 0.2%. Nesto veca frekvenca ROS1 rearanzmana primecenaje kod pripadnika

azijatske rase u odnosu na kavkasku rasu.

Detekcija prisustva ROS1 rearanzmana kod bolesnika sa adenokarcinomom bronha, sli¢no
detekciji ALK rearanzmana, najeS¢e se vrSi pomocu tri metode: imunohistohemijom,

fluoroscentnom in-situ hibridizacijom i polimeraza lan¢anom reakcijom (138).

Bolesnici sa karcinomom bronha ¢iji tumori u sebi imaju prisutan ROS1 rearanZzman imaju
odredene klinicko-patoloske karakteristike. Te kliniCko-patoloske karakteristike su veoma slicne
onim koje se nalaze kod ALK pozitivnimh bolesnika i podrazumevaju mladu zivotnu dob,
negativan pusacki status i histoloski tip adenokarcinoma iako se ROS1 rearanzman moze naéi i

kod skvamoznog i1 krupnocelijskog karcinoma bronha (137,139).

Uprkos sli¢inim klinicko-patoloskih karakteristikama, ROS1 rearanzman se ne preklapa sa drugim
genskim alteracijama kao Sto su ALK i EGFR tako da i u ovom slucaju postoji uzajamna

iskljugivost (133).

S obzirom na prisutnu izrazitu homologiju ROS1 i ALK domena tirozin kinaze pretpostavka je
bila da bi lekovi iz grupe tirozin kinaza inhibitora koji ispoljavaju odli¢an efekat kod ALK
pozitivnih bolesnika,isti takav ucinak, ili slican, imati i kod ROS1 pozitivnih bolesnika. Krizotinib
je pokazao znacajnu antitumorsku aktivnost kod bolesnika sa ROS1 pozitivnim, uznapredovalim,

metastaskim stadijumom nesitnocelijkog karcinoma bronha (140).

Do danas se veoma malo zna o prognosti¢kom znacaju prisustva ROS1 rearanzmana kod bolesnika
sa karcinomom bronha. U jednoj klinickoj studiji sprovedenoj u Kini, Cai i saradnici su ispitivali
efekat prisustva ROS1 rearanzmana kod bolesnika da karcinomom bronha na preZivljavanje idobili
rezultate da bolesnici sa prisustvom ROSI rearanzmana imaju loSije prezivljavanje u odnosu na
bolesnike u ¢ijim tumorima nije detektovano prisustvo ROS1 rearanzmana (141). Prognosticki
znacaj ROS1 rearanzmana kod bolesnika sa adenokarcinomom bronha ispitivan je u jednoj

Nemackoj studiji (142). Bolesnici koji su imali adenokarcinom bronha u IV stadijumu bolesti 1
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kod kojih je dokazano prisustvo ROS1 rearanzmana su poredeni sa bolesnicima koji su takode
imali adenokarcinom broha u IV stadijumu bolesti i prisustvo neke druge genske alteracije (EGFR,
KRAS, ALK). Rezultati analizeprezivljavanja pokazali su da bolesnici sa ROS1 rearanZzmanom
statisticki duZze Zive od bolesnika sa nekon drugom genskom alteracijom. UopSteno govoreci,
uloga ROS1 rearanzmana kao prognostickog faktora kod uznapredovalog, metastatskog karcinom
bronha i dalje nije jasno utvrdena, a dokaz za to su ne konzistenti rezultati studija koje su se bavile

to problematikom.

O prognostickom znac¢aju ROS1 rearanzmana kod ranog stadijuma adenokarcinoma bronha do
danas se veoma malo zna. Grupa kineskih nauc¢nika je ispitivala ulogu ROS1 rearanzmana u grupi
bolesnika iz Isto¢ne Azije kod kojih je bio dokazan nesitnoc¢elijski karcinom bronha u IIA-N2
stadijumu bolesti i koji je bio hirurski zbrinut. Od 204 bolesnika, ROS1 rearanzman je detektovan
kod njih Cetvoro. StatistiCkom analizom je pokazano da je ukupno prezivljavanje ROS1 pozitivne
grupe bolesnika bilo znacajno kra¢e u odnosu na grupu kod koje nije potvrdeno prisustvo ROS1

rearanzmana (143).

1.7.5. PD-1/PD-L1 (Programmed cell death protein 1 (PD-1)/ Programmed death-
ligand 1(PD-L1))

Vazan deo ljudskog imunskog sistema je sposobnost da prepozna sopstvene ¢elije 1 spreci imunske
¢elije da izvrSe napad na njih. Da bi u tome uspeo, imunski sistem koristi "kontrolne punktove"
(checkpoints) - molekule koji se nalaze na povrsSini imunskih ¢elija 1 koje moraju biti "ukljucene"
da bi imunska reakcija otpocela. Celije raka ponekad koriste te "kontrolne punktove", "isklju¢e ih"
1 na taj nacin izbegavaju napad imunskih ¢elija.Imunoterapija je, u poslednjih nekoliko godina,
dovela do revolucije na polju lecenja bolesnika sa karcinomom bronha sa pojavom novih molekula
zvanih inhibitori kontrolnih punktova (checkpoint inhibitors). Inhibitori kontrolnih punktova su
monoklonska antitela koja imaju ulogu u blokadi interakcije imunske ¢elije 1 ¢elije raka na mestu

kontrolnog punkta ¢ime omogucavaju imunskom sistemu da prepozna celije raka 1 unisti ih

(102,144).
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PD-1 pripada grupi transmembranskih proteina tip I 1 nalazi se eksprimiran na povrsini T-¢elija,
B-¢elija, ¢elija prirodnih ubica, aktivirnih monocita i dendriti¢nih ¢elija. PD-L1 predstavlja ligand
za PD-1, a takode pripada familiji transmembranskih proteina tip I. PD-L1 moze biti eksprimiran
na T-Celijama, B-¢elijama, dendriticnim ¢elijama, makrofagima, a moZze biti eksprimiran i na
povrsini tumorskih ¢elija. Pored PD-L1 postoji jos jedan ligand za PD-1, a to je PD-L2 koji se
uglavnom nalazi eksprimiran na povrsini antigen prezentujucih ¢elija i T-pomo¢nih cCelija (145).
Nekoliko studija je potvrdilo da sumanipulacija kompleksom PD-1/PD-L1 i poveéana ekspresija
samog liganda PD-L1 nacini pomocu kojih ¢éelije raka dovode do inhibicije imunskogsistemai na
taj nacin izbegavaju imunski napad. Uloga liganda PD-L2 u inhibiciji imunskog odgovora do

danas nije sasvim razjasnjena (146).

Ucestalost PD-L1 ekspresije kod nesitnocelijskog karcinoma bronha se krece izmedu 20% i 50%,
nezavisno od histoloskog tipa (147,148).Ucestalost PD-L1 ekspresije kod bolesnika sa ranim
stadijumom karcinoma bronha, a posebno ucestalost PD-L1 ekspresije kod ranog stadijuma
adenokarcinoma bronha do danas nije dovoljeno poznata. U jednoj studiji sprovedenoj na Tajvanu,
ispitivana je ucestalost PD-L1 ekspresije kod bolesnika sa hirurski reseciranim adenokarcinomom
bronha u prvom stadijumu bolesti. Od 163 bolesnika, Sezdeset i pet njih je imalo tumore sa

prisutnom PD-L1 espresijom (39.9%)(149).

Brojne studije su ispitivale povezanost prisustva PD-L1 ekspresije u tumorima bolesnika sa
karcinomom bronha i odredenih klini¢ko-patoloskih karakteristika. Jedna velika meta-analiza,
objavljena od strane kineskih nauc¢nika 2015. godine, pokazala je da je kod 1550 bolesnika sa
nesitnocelijskim karcinomom bronha prisustvo PD-L1 ekspresije u tumorskim celijama bilo
povezano sa stepenom diferencijacije tumora, dok druge klini¢ko-patoloske karakteristike kao §to
su pol, pusacki status, histoloski tip tumora, TNM status nisu bile u korelaciji sa prisustvom PD-
L1 ekspresije (150). Povezanost odredenih klinicko-patoloskih karakteristika 1 PD-L1 ekspresije
kod ranog stadijuma karcinoma bronha ispitanaje u jednoj studiji koja je sprovedena u Japanu i
koja je ukljucila 164 bolesnika kod kojih je hirur§kim putem odstranjen karcinom broha. PD-L1
ekspresija je bila znatno ucestalija kod pripadnika Zenskog pola, nepusaca i1 bolesnika sa

histoloskim tipom adenokarcinoma bronha (151).
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Imunoterapija ima za cilj da podstakne imunski sistem da kontrolise ili eventualno unisti tumor.
Kao rezultat te ideje, tokom prethodnih par godina, doslo je do razvoja velikog broja lekova iz
grupe inhibotora kontrolnih punktova. Svi oni su pokazali znac¢ajnu aktivnost u leCenju bolesnika
sa karcinomom bronha u odmaklom, metastaskom stadijumu bolesti, bilo da se daju kao
monoterapija ili u kombinaciji sa drugom vrstom terapije. Ovaj revolucionarni napredak zasnovan
je prvensteveno na inhibiciji kontrolnog punkta PD-1 i njegovog liganda PD-L1 (144). Aktivnost
imunoterapije 1 trenutno se ispituje u velikom broju randomizovanih multicentri¢nih klini¢kih
studija 1 to uglavnom kod bolesnika sa uznapredovalim karcinomom bronha. Medutim, znatno je
manji broj onih studija koje se bave ovom problematikom kod bolesnika sa ranim stadijumom

karcinoma bronha.

I dok je danas sve viSe podataka o produzenom vremenu prezivljavanja kod bolesnika sa
karcinomom bronha kod kojih je prisutna PD-L1 ekspresija i kod kojih je sprovedena terapija sa
lekovima iz grupe inhibitora kontrolnog punkta, sam prognosticki znacaj prisustva PD-LI
ekspresije u Celijama karcinoma bronha nije sasvim jasan. Jedna velika meta-analiza studija,
sprovedena od strane kineskih naucika, pokusala je da utvrdi prognosticki znacaj prisustva PD-L1
ekspresije kod bolesnika sa nesitnoc¢elijskim karcinomom bronha (152).Klinicke studije, koje su
bile obuhvac¢ene ovom meta-analizom, ukljucivale su bolesnike sa karcinomom bronha u svim
stadijumima bolesti. Zbirna analiza nije pokazala povezanost izmedu prisustva PD-L1 ekspresije
i duzine ukupnog prezivljavanja. Analiza podgrupa je pokazala da je PD-L1 ekpresija bila
povezana sa lo$ijim ukupnim prezivljavanjem kineskih bolesnika. Jos jedna, neSto manja, meta-
analiza studija sprovedena od strane kineskih naucnika pokazala je da je prisustvo PD-
Llekspresije negativan prognosti¢ki znak kod bolesnika sa karcinomom bronha. Rezultati ove
studije ukazivali su na to da bolesnici kod ¢ijih tumora je registrovana PD-L1 ekspresija krace Zive
u odnosu na bolesnike sa tumorima bez PD-L1 ekspresije,bez obzira na rasnu pripadnost (153).
Da je ekspesija PD-L1 liganda lo§ prognosticki znak kod bolesnika sa karcinomom bronha
potvrdeno je u jo§ dve klinicke studije (154-156). Sa druge strane, u pojedinim studijama je
dokazano da ekspresija PD-L1 liganda predstavlja pozitivan prognosticki znak.i da bolesnici u
¢1jim tumorima je detektovana PD-L1 ekspresija imaju bolje ukupno prezivljavanje (147). Mali je
broj klinickih studija koje su se iskljucivo bavile prognostickim znacajem PD-L1 ekspresije kod

bolesnika sa ranim stadijumom adenokarcinoma bronha. U studiji koju su sproveli Zhang i
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saradnici, pozitivna PD-L1 ekspresija je bila znaajno povezana sa ve¢im stadijumom i loSijom
diferencijacijom adenokarcinoma bronha. Takode, bolesnici sa pozitivnom PD-L1 ekspresijom su
imali krace vreme prezivljavanja bez progresije kao i ukupno prezivljavanje. Nasuprot ovim
rezultatima, Yangi saradnici su dokazali da je prisustvo PD-L1 ekspresije kod bolesnika sa
adenokarcinomom bronha u prvom stadijumu bolesti bilo povezano sa duzim vremenom

prezivljavanja bez progresije (149).

U novoj eri personalizovane medicine, selekcija bolesnika koji ¢e imati benefit od specificne
terapije je od vitalnog znacaja te je iz tog razloga veoma vazno sprovoditi aktivno skrining

bolesnika na poznate i klinicki dokazane biomarkere.
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2. CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

2.1. Ciljevi istrazivanja
Ciljevi istrazivanja su:

1. Utvrditi uCestalost najces¢ih genskih alteracija u tumorskim ¢elijama bolesnika sa ranim

stadijumom adenokarcinoma bronha.

2. Utvrditi pojedina¢nu zavisnost ispitivanih genskih alteracija u tumorskim ¢elijama sa
odredenim klinicko-patoloskim karakteristikama bolesnika sa ranim stadijumom adenokarcinoma

bronha.

3. Utvrditi potencijalni prognosticki znacaj pojedinacne genske alteracije u tumorskim
¢elijama na vreme prezivljavanja bez povratka bolesti i ukupno vreme prezivljavanja kod

bolesnika sa ranim stadijumom adenokarcinoma bronha.

2.2. Hipoteze istrazivanja

Hipoteze istrazivanja su:

1. NajceS¢e genske alteracije u tumorskim celijama bolesnika sa ranim stadijumom

adenokarcinoma bronha su KRAS i EGFR mutacija.

2. Prisustvo pojedinih genskih alteracija u tumorskim ¢elijama je ¢eS¢e kod odredenih

klini¢ko-patoloskih karakteristika bolesnika sa ranim stadijumom adenokarcinoma bronha

3. Prisustvo EGFR mutacije predstavlja pozitivan, a KRAS mutacije negativan prognosticki

faktor kako za vreme prezivljavanja bez povratka bolesti tako 1 na ukupno vreme prezivljavanja
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Ispitanici

Studija je bila delom retrospektivnog, a delom prospektivnog karaktera. Studija je sprovedena u
Institutu za pluéne bolesti Vojvodine, Klinika za pulmoloSku onkologiju, Sremska Kamenica,
Vojvodina, Srbija i u Departmanu za Medicinu I, Medicinski Univerzitet u Becu, Austrija, a u
skladu sa potpisanim protokolom o saradanji izmedu dve institutcije. Ova studija je obuhvatila sto
Sezdeset 1 jednog bolesnika sa adenokarcinomom bronha, klinickog stadijuma bolesti I-IITA, kod
kojih je sprovedena radikalna hirurska resekcijana Klinici za Grudnu hirurgiju Instituta za plu¢ne
bolesti Vojvodine, Sremska Kamenica, Vojvodina, Srbija, u periodu izmedu 2007 i 2014 godine.
Ispitanici pre hirurSskog lecenja nisu primili hemioterapiju, ciljanu terapiju niti radioterapiju.
Klini¢ki podaci bolesnika su preuzeti iz institutskog registra za karcinom bronha i medicinske

dokumentacije bolesnika.

Ukljuc€ujuéi kriterijumi:

1. Osoba starija od 18 godina

2. Patohistoloski dokazan adenokarcinom bronha
3. Hirurski reseciran adenokarcinom bronha

4. Stadijum bolesti od IA do IITA (TNM klasifikacija — sedma revizija)

5. Adekvatna koli¢ina tumorskog tkiva za planirana testiranja (parafinski blok ili minimum
10 plocica)
6. Dostupnost klini¢ko-patoloSkih podataka: pol, starost, puSenje, ECOG status TNM status

1 stadijum bolesti, primena aduvantne hemioterapije.

Vladimir Stojsi¢, doktorska disertacija 48



Iskljucujuéi kriterijumi:

1. Patohistoloski dokazan skvamozni karcinom, adeno-skvamozni, krupnoceljski ili

sitnocelijski karcinom bronha.
2. Stadujum bolesti I1IB ili IV.

3. Neadekvatna koli¢ina materijala za potrebna testiranja.

3.2. Karakteristike i analize tumorskog tkiva

Za potrebe planiranog istrazivanja, patolog Instituta za plu¢ne bolesti Vojvodine je zamoljen da
obezbedi odgovarajuéi parafinski blok tumorskog tkiva koje je fiksirano u formalinu (FFPE -
formalin-fixed, paraffin embedded). Svi uzorci tumorskog tkiva dobijeni su u vreme hirurske
operacije, a pre eventualnog zapocinjanja bilo kakve aduvantne terapije. Parafinski blokovi su
cuvani na sobnoj temperaturi, a njihova identifikacija je izvrSena putem jedinstvenog
identifikacionog broja. HE (hematoksilin i eozin) bojenje isecka svakog tumorskog bloka je
pripravljeno u cilju patohistoloske potvrde adenokarcinoma bronha. U nastavku, isecci tumorskog

tkiva su koriS¢eni za dalje analize koje su planirane u okviru ove studije.

3.2.1. Analiza mutacija

Somatske mutacije gena za receptor epidrmalnog faktora rasta (Epidermal Growth Factor Receptor
— EGFR), KRAS (Kirsten Rat Sarcoma) gena i PIK3CA (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate

3-kinase) genasu odredivane pirosekvencioniranjem (Pyrosequencing).

Izolacija genomske DNK je uradena koriste¢i set QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) prema uputstvu proizvodaca. Polimeraza lan¢ana reakcija (Polymerase Chain Reaction
—PCR) je koriStena uz upotrebu PyroMArk PSCR Kit (Qiagen, Hilden, Germany)za amplifikaciju
DNK regiona od interesa, a proizvodi amplifikacije su podvrgnuti elektroforezi u agaroza gelu u

cilju potvrde uspesnosti amplifikacije DNK segmenata. Prajmeri za polimeraza lan¢anu reakciju i
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pirosekvencioniranje za EGFR 1 KRAS mutacije su koristeni prema uputstvu proizvodaca (Qiagen,
Hilden, Germany). Proizvodi polimeraza lanCane reakcije su sekvencionirani pomocu
pirosekvencioniranja "PyroMark Q24 system" (Qiagen, Hilden, Germany), a rezultati su
analizirani pomoc¢u "PyroMark Q24 software" (version 2.0.6, Qiagen, Hilden, Germany). Sve

mutacije su potvrdene ponovljenim testiranjem.

3.2.2. Imunohistohemija (IHC)

Imunohistohemijska ispitivanja tumorskog tkiva su sprovedena i evaluirana u ISO sertifikovanoj

laboratoriji Departmana za Medicinu I, Medicinskog Univerziteta u Becu, Austrija.
3.2.2.1. PD-1/PD-L1 IHC

Od svakog tumorskog bloka isecen je 4 um debeo iseCak koji je postavljen na staklenu plocicu,
deparafiniziran i rehidriran. Kako bi se smanjilo nespecificno pozadinsko bojenje, ploc¢ice su
inkubirane 10 minuta u 0.3% H>O»>. Za povratak epitopa, uzorci su zagrevani 10 minuta u
etilendiamintetrasiréetnoj kiselini (EDTA) (pH 8.0; PD-1) ili 10 mM citratnog pufera (Ph 6.0; PD-
L1) u ekspres loncu. Nakon inkubacije u trajanju od 5 minuta na sobnoj temperaturi sa Ultra V
Block (UltraVision LP detection system, Lab Vision Corporation), tkivo je inkubirano 30 minuta
na sobnoj temperaturi sa monoklonanim antitelom specificnim za PD-1 (mouse monovlonal
antibody, EH33, Cell Signaling) ili PD-L1 (rabbit monoclonal antibody, EIL3N, Cell Signaling).
Vezivanje antitela je detektovano pomocéu UltraVision LP detekcionog sistema prema
preporukama proizvodac¢a (Lab Vision Corporation). Razvoj boja je izvrSen pomocu 3-3’-
diaminobenzidina i dodatnog bojenja sa hematoksilinom. Delovi uzoraka nesitnocelijskog
karcinoma bronha za koje se zna da eksprimuju PD-1 i/ili PD-L1 su posluZili kao pozitivna
kontrola. Ekspresija PD-1 1 PD-L1 je evaluirana prema slepom principu u odnosu na klinicke

podatke bolesnika.

PD-1 status je procenjivan na limfocitima, a vrednost je izraZena u procentima u odnosu na ukupnu
povrsinu tumora. PD-L1 status je procenjivan na tumorskim ¢elijama, a vrednost je izraZzena kao

procenat u odnosu na sve tumorske Celije. Jedino uzorci sa brojem ¢elija >100 su razmatrani u
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finalnoj analizi i jedino tumorske ¢elije sa parcijlno ili kompletno obojenom membranom su uzete
za evaluaciju. Imunske celije su okarakterisane kao PD-1 pozitivne ukoliko je detektovani
intenzitet bojenja bio prisutan u >1% celija. Na isti nacin, tumorske ¢elije su okarakterisane kao
PD-L1 pozitivne ukoliko je bilo koji intenzitet bojenja detektovan u >1% c¢elija. Rezultati bojenja

su korelirani a klinicko-patoloskim karakteristikama i prezivljavanjem bolesnika.
3.2.2.2. ALK IHC

Isecci svakog tumorskog bloka debljine 4 um su prvenstveno zagrevani do 62°C, a zatim su
podvrgnuti automatskoj imunohistohemijskoj analizi, kompanije Ventana (Ventana Medical
Systems, Inc.), sa prethodno razblazenim Ventana anti-ALK (D5F3) zec¢ijim monoklonskim
antitelom zajedno sa Optiview DAB imunohistohemijskim setom za detekciju 1 Optiview setom
za amplifikaciju na Benchmark XT stejneru. Rezultati imunohistohemijskog bojenja su odredeni
na onovu slede¢ih kriterijuma: 0, bez bojenja; 1+, slabo citoaplazmatsko bojenje u >10%
tumorskih c¢elija; 2+ umereno, glatko citoplazmatsko bojenje; 3+ intenzivno, granulirano
citoplazmatsko bojenje. Imunohistohemijski pozitivan rezultat je bio 2+ 1 3+, dok je

imunohistohemijski rezultat bio negativan u slucaju reultata 0 i 1+.
3.2.2.3. ROS1 IHC

Od svakog tumorskog bloka isecen je 4 pm debeo isecak koji je postavljen na staklenu plocicu,
deparafiniziran i rehidriran. Nakon povratka antigena (zagrevanje u 1.0mM EDTA pH 9.0 na
121°C u trajanju od 10 minuta) i blokiranja sa 3% H>0O», plo¢ice su ostavljene na sobnoj
temperature da reaguju sa zecijim monoklonskim antitelom protiv ROS1 (klon D4D6, 1:250
razblaZzenje; Cell Signaling Technology, Beverly, MA). Nakon toga ploc¢ice su inkubirane sa
imunohistohemijskim setom za detekciju (UltraVision Quanto Detection System, Thermo
Scientific, Fremont, CA) 1 potom kontrabojene sa hematoksilinom. Tkivo pluénog parenhima u
pozadini je koriS¢eno kao negativna kontrola. Rezultati imunohistohemijskog bojenja su odredeni
na onovu slede¢ih kriterijuma: 0, bez bojenja; 1+, slabo citoaplazmatsko bojenje u >10%
tumorskih c¢elija; 2+ umereno, glatko citoplazmatsko bojenje; 3+ intenzivno, granulirano
citoplazmatsko bojenje. Imunohistohemijski pozitivan rezultat je bio 2+ 1 3+, dok je

imunohistohemijski rezultat bio negativan u slu¢aju reultata 0 1 1+.
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3.2.3. Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH)

Fluorescentna in situ hibridizacija je uradena kao kontrolna analiza u tumorskim uzorcima kod
kojih je imunohistohemijski dokazano prisustvo rearanzmana u domenu ALK i ROS1 gena.
Imunohistohemijski negativni tumorski uzorci na prisusutvo ALK 1 ROS1 rearanzmana nisu dalje

analizirani fluorescentnom in situ hibridizacijom.
3.2.3.1. ALK FISH

Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH - Fluorescent in situ hibridization) sprovedena je na
tumorskom tikivu fiksiranom u formalinu i1 ugradenom u parafinskom bloku (FFPE - formalin-
fixed, paraffin embedded) sa specifi¢nim setom za ALK lokus (Vysis LSI ALK dual-color, break-
apart rearrangement probe; Abbott Molecular, Abbott Park, IL) prema uputstvu proizvodaca. FISH
pozitivni slucajevi su definisani kao oni kod kojih je detektovano vise od 15% razdvojenog signala

ili izolovani crveni signal u tumorskim ¢elijama.
3.2.3.2. ROS1 FISH

Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH - Fluorescent in situ hibridization) sprovedena je na
tumorskom tikivu fiksiranom u formalinu i ugradenom u parafinskom bloku (FFPE - formalin-
fixed, paraffin embedded) sa specificnim setom za ROS1 lokus (ZytoLight SPEC ROS1 Dual
Color Break Apart Probe, ZytoVision GmbH, Bremerhaven, Germany), prema uputstvu
proizvodaca. Tumorske ¢elije, odnosno njihova jedra, kod kojih je detektovan jedan ili vise FISH
signal od svake boje su popisane. Celije koje su oznaéene kao reranzman-pozitivne bile su one
¢elije kod koji je detkovan signal razdvajanja ili izolovano zeleni signal. Uzorak je smatran kao
ROST1 pozitivan ukoliko je u njemu bilo prsutno vise od 15% rearanzman-pozitivnih tumorskih

¢elija.

3.3. Statisticka analiza

Za statisticku obradu podataka prilikom izrade ove disertacije koris¢en je paket IBM SPSS

Statistics 20. Analiza podataka je obuhvatila metode deskriptivne i inferencijalne statistike.
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Numericka obelezja su prikazana putem srednjih vrednosti (medijana, aritmeticka vrednost) i mera
varijabiliteta (standardna devijacija, opseg vrednosti). Atributivha obelezja su prikazana
koris¢enjem frekvencija i procenata. Za univarijantnu analizuje upotrebljena primena y2 testa za
atributivna obelezja, a za numericka obelezja je se koris¢en Studentov t-test i jednosmerna analiza
varijanse (ANOVA). Multivarijantna analiza jeobuhvatila primenu binarnog i nominalnog
logistickog regresionog modela, a u interpretaciji rezultata je koriS¢en odnos Sansi (Odds ratio)
zajedno sa 95% intervalom poverenja. Za dokazivanje korelacije izmedu varijabli koris¢en je
Pirsonov test korelacije (Pearson's Correlation) za numericka obelezja, a za kategorijska obelezja
Spirmanov test (Spearman rank correlation). Statisticki zanac¢ajnim je smatrana vrednost nivoa

znacajnosti p<0,05.

Ukupno prezivljavanje (Overall survival) je racunatood dana operacije do dana smrti.
Prezivljavanje bez povratka bolesti (Disease free survival) je racunatood dana operacije do
momenta ponovne pojave bolesti. Kriva prezivljavanja je odredivana Kaplan-Meier-ovim

metodom.
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4. REZULTATI

Ovo istrazivanje obuhvatilo je uzorke tumora i klinicke podatke bolesnika kod kojih je hirurSkim
putem odstranjen adenokarcinom bronha u ranom stadijumu bolesti (stadijum IA do IITA) i kod
kojih pre hirurSskog lecenja nije sprovedeno nikakvo anti-tumorsko lecenje. Od ukupno 161
bolesnika, bilo je 90 (55.9%) musSkaraca i 71 (44.1%) Zena. Prosecna starost bolesnika iznosila je
61£8.5 godina (opseg 37-80 godina). Veéina bolesnika su bili pusaci, njih 100 (62.1%), bivsih
pusaca je bilo 41 (25.5%), dok je najmanje bilo nepusaca, svega njih 20 (12.4%). Srednja vrednost
indeksa paklo-godina (pack-years) iznosila je 38.2 (pakla po godini). U tabeli br. 6 prikazane su

demografske karakteristike bolesnika.

Tabela 6: Demografske karakteristike bolesnika

Karakteristika Podaci (frekvence)
Pol

Muskarci 90 (55.9%)
Zene 71 (44.1%)
Uzrast (godine)

Srednja vrednost 61+8.5
Opseg 37-80 godina
Pusenje

Nepusac 20 (12.4%)
Aktuelni pusaé 100 (62.1%)
Bivsi pusac 41 (25.5%)

Pack — year index
Srednja vrednost 38.2
Opseg 0—-157.5

Broj bolesnika sa ECOG performans statusom 1 bio je 114 (70.8%), Cetrdeset 1 pet bolesnika
(28.0%) je imalo ECOG performans status 0, dok je svega 2 (1.2%) bolesnika imalo ECOG

performans status 2 (tabela 7).
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Tabela 7: Prikaz ECOG performans statusa bolesnika

Karakteristika Podaci (frekvence)

0 45 (28.0%)

2 2 (1.2%)

Najveci broj bolesnika bio je dijagnostikovan u IIIA stadijumu bolesti (23.7%), a zatim slede IIA
(21.7%), 1IB (20.5%), IB (18.6%) 1 IA (15.5%). Stadijum bolesti, T 1 N deskriptor detaljno su

prikazani u tabeli 8.

Tabela 8: T deskriptor, N deskriptor i stadijum bolesti.

Karakteristika Podaci (frekvence)

Tla 15 (9.3%)

T2a 48 (29.8%)

T3 38 (23.6%)

Z‘

] 40 (24.8%)

STADIJUM

30 (18.6%)

33 (20.5%)
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Kod vecine bolesnika, njih 113 (70.2%), sprovedena je lobektomija kao metoda hirur§kog le€enja,
kod 26 bolesnika (16.1%) uradena je pneumonektomija, dok je kod 11 bolesnika (6.8%) uradena
bilobektomija i kod isto toliko bolesnika, njih 11 (16.1%), uradena je segmentektomija. Aduvantna
hemioterapija sprovedena je kod 46% bolesnika. Vrste hirur§kog tretmana prikazane su u Tabeli

9, dok je primena aduvantne hemioterapije prikazana u Tabeli 10.
Tabela 9: Vrsta sprovedenog hirurSkog tretmana

Karakteristika Podaci (frekvence)

Vrsta hirurS§kog tretmana

Segmentektomija 11 (16.1%)
Lobektomija 113 (70.2%)
Bilobektomija 11 (16.1%)
Pneumonektomija 26 (16.1%)

Tabela 10: Primena adjuvantne hemioterapije

Karakteristika Podaci (frekvence)
Aduvantna hemioterapija

Da 74 (46.0%)

Ne 87 (54.0%)

Prisustvo DNK mutacija u domenu KRAS, EGFR i PI3KCA gena je odredivano putem
pirosekvencioniranja. Prisustvo mutacija u domenu ALK i ROS1 gena je odredivano
imunohistohemijski i putem fluoroscentne in-situ hibridizacije. Od stotinu Sezdeset i jednog
testiranog tumorskog uzorka, prisustvo ispitivanih mutacija je detektovano u 96uzoraka (59.6%).
Prisustvo mutacije u domenu KRAS gena detektovano je kod 69 tumorskih uzoraka (42.9%). Od
prisutnih 69 mutacija u domenu KRAS gena 61 je bila u kodonu 12,13 (88.4%), dok je 8 mutacija
bilo u kodonu 61 (11.6%) (Tabela 11). Prisutvo EGFR mutacije kod 10 tumorskih uzoraka (6.2%).
Pet mutacija detektovano je i eksonu 19, tri mutacije su detektovane u eksonu 21, a dve mutacije
su detektovane u eksonu 18 (Tabela 12). PIK3CA mutacija detektovana je kod 7 tumorskih

uzoraka (4.3%). ALK rearanZman je detektovan imunohistohemijski u 3 tumorska uzorka (1.9%),
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a sva tri uzorka su potvrdena kao pozitivna i fluorescentnom in situ hibridizacijom (3 od 161,

1.9%). Prisustvo rearanzmana u ROS1 genu detektovano je imunohistohemijski u 7 tumorskih

uzoraka (4.3%), a fluorescentna in situ hibridizacija je potvrdila prisustvo ROS1 rearanzmana u

jednom od sedam IHC pozitivnih uzoraka (1 od 161, 0.9%). Na grafikonu 6 prikazano je

procentualna zastupljenost mutacija u naSem ispitivanom uzorku. Detaljan prikaz svih mutacija

prikazan je na grafikonu 6.

Grafikon 6: Procentualna zastupljenost genskih alteracija u ispitivanom uzorku

PROFIL GENSKIH ALTERACIJA

4%

4% 2%

6%

Tabela 11: Detaljan prikaz KRAS mutacionog statusa

| KRAS
M EGFR
W ALK
ROS1
H PIK3CA
B Wild Type

Karakteristika

Podaci (frekvence)

KRAS (n=69)

Kodon 12,13

61 (88.4%)

Kodon 61

8 (11.6%)

Tabela 12: Detaljan prikaz EGFR mutacionog statusa

Karakteristika Podaci (frekvence)
EGFR (n=10)

Ekson 18 2 (20.0%)

Ekson 19 5 (50.0%)

Ekson 21 3 (30.0%)
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PD-1 ekspresija na tumor-infiltriSu¢im limfocitima i PD-L1 ekspresija na tumorskim ¢elijama je
odredivana imunohistohemijski. Tumor-infiltriSu¢i limfociti su bili okarakterisani kao PD-1
pozitivni ukoliko je detektovani intenzitet bojenja bio prisutan u >1%¢elija. Na isti nacin, tumorske
¢elije su bile okarakterisane kao PD-L1 pozitivne ukoliko je bilo koji intenzitet bojenja detektovan
u >1%¢elija. Sa druge strane, ukoliko je intenzitet bojenja bio prisutna u <1% celija ekspresija je
bila okarakterisana kao negativna i u slu¢aju PD-1 1 PD-L1. PD-1 ekspresija iz tehnickih razloga
nije mogla biti uradena kod 2 slucaja, dok je u preostalih 159 tumorskih uzoraka pozitivna PD-1
ekspresija je detektovana u 71 tumorskom uzorku (45%). PD-L1 pozitivna ekspresija detektovana
je kod 59 od 161 tumorskog uzorka (36.6%). Od 59 PD-L1 pozitivnih uzoraka njih 31 (19.3%) je
imalo procenat ekspresije od 1-49%, dok je njih 28 (17.4%) imalo PD-L1 ekspresiju ve¢u od 50%.

Grafikon 7: PD-1 i PD-L1 zastupljenost

PD-1 PD-L1

B PD-1 positive B PD-L1 positive

H PD-1 negative M PD-L1 negative

Poredenje PD-1 1 PD-L1 ekspresije sa klini¢ko-patoloskim karakteristikama ukljucujuéi i
prezivljavanje bolesnika je u¢injeno u odnosu na to da li su PD-1 1 PD-L1 ekspresija oznacene kao
pozitivne ili kao negativne. PD-1 ekspresija nije bila znacajno povezana ni sa jednim od klincko-
patoloskih karakteristika (uklju¢uju¢i KRAS, EGFR, ALK, ROS1 i PI3KCA). PD-L1 ekspresija
je bila statisti¢ki znac¢ajno povezana sa tipom hirurgije (P = 0.01) i sa prisustvom KRAS mutacije
(P = 0.02), dok sa ostalim klini¢ko-patoloskim karakteristikama nije bilo statisticki znacajne
povezanosti. Detaljan prikaz klini¢ko-patoloskih karakteristika bolesnika u odnosu na PD-1 i PD-

L1 status prikazan je u tabeli 13.
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Tabela 13: Klinicko-patoloske karakteristike bolesnika u odnosu na PD-1 i PD-L1 status

Karakteristika Svi Bolesnici PD-1 PD-1 P PD-L1 PD-L1 P

n=161 Negativni Pozitivni vrednost Negativni Pozitivni vrednost

n=88 n=71 n=102 n=59

\ | | \ \

32(19.9) 17(193) | 15QLh | | 18(17.6) 14237 |

\ | | \ \

51(31.7) 33 (37.9) 17239 | | 33(324) 18305) |

\ | | \ \

90 (55.9) 54 (61.4) 34479 || 55(539) 3593 |

\ | | \ \

 Pulagkistatws | | | 04 | 010

\ | | \ \

41 (25.5) 19 (21.6) 2029.6) | | 30(294) 1@ise) |

\ \ \ \ \

r 1 [ ] ] 033 | [ | 027 |

\ \ \ \ \

18 (11.2) 1a2e | 700 | | 150147 3ey |

\ \ \ \ \

38 (23.6) 21 (23.7) 16225 | | 25(245) 1320 |

\ \ \ \ \

425) 2(23) 228 | | 109 3éy

\ \ \ \ \

0 1 97(603) 49 (55.7) 47(662) | | 60(59.7) 37(628) |

\ \ \ \ \

24 (14.9) 16 (18.2) 8(11.3) | | 13(156) 1ae |

\ \ \ \ \

25 (15.5) 10 (11.4) 15eLh) | 19(186) 6(102) |

\ \ \ \ \

35 (21.7) 22 (25.0) 13(183) | | 24(235) 1nage

\ \ \ \ \

38 (2L.1) 24 (27.2) 14197 | | 21(206) 17289) | |

\ \ \ \ \

0 45(280) 27 (30.7) 18254) | | 27(265) 18305 |

\ \ \ \ \

2(1.2) 2(2.3) 000 | | 220 o

\ \ \ \ \

26 (16.1) 15 (17.0) 9127y | | 12(118) 14237 [ |

\ \ \ \ \

113 (70.2) 61 (69.3) 52032) | | 74(725) 9066 |

\ \ \ \ \

_ Adj. hemioterapija | | | 049 | | | 034

\ \ \ \ \

.~ Da | 74(460) 42 (47.7) 30¢423) || 4443 30508

\ \ \ \ \

92 (57.1) 51(55.4) 3752 | | 65(70.7) 37(3.6) |

\ \ \ \ \

(EGPR | [ [ | o7 | | [ 026 |

\ \ \ \ \

10 (6.2 66(443) | 5(500) | | 57378 | 22000 |
|

158(98.1) | 86(55.1) | 2(667) | | 101(639 1333 |
|

ROSL | |/ /009 | . | 0l0
|

66449 | 5714 | | 5435 | sS4
|

 Negativni | 154(957) | 84(553) | 4(71) | | 100(649 286) | |
\
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Mutacioni status u domenu KRAS gena je bilo statisticki znac¢ajno povezan sa godinama starosti
(P = 0.004), polom (P = 0.006) i pusackim statusom (P = 0.004). Detaljan prikaz klinicko-

patoloskih karakteristika bolesnika u odnosu na KRAS mutacioni status prikazan je u tabeli 14.

Tabela 14:Klinicko-patoloske karakteristike bolesnika u odnosu na KRAS status

Karakterisitika Svi bolesnici KRAS KRAS P
n=161 negativni pozitivni | vrednost
n=92 n=69

| |
26 | 38(236) | 17(185 | 21(304) |
3| 38(36) | 2461 | 1403) |
4 | 405 | 2@» | 229 | |
~ | | 051 |
0 | 97(603) | 53(576) | 44(638) |
| |
2 | 24049 | 134D | 11059 |
Stadijgm 062
| 1A | 2555 | 16(174) | 9(3n) | |
| |
| oA | 35QL7) | 16(174) | 1975 |
| |
A | 38236 | 23250 | 15@LD) |
|

ECOG . 046
0 | 45@280) | 26(83) | 19275 | |
o
‘_
‘_
‘_
___

Da 74 (46.0) 42.(45.7) | 32 (46.4)
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Mutacioni status u domenu EGFR gena je bilo statisticki znacajno povezan sa puSenjem (P <
0.001) i sa godinama starosti (P = 0.013). U tabeli 15 prikazan je detaljan odnos klinicko-

patoloskih karakteristika u odnosu na EGFR mutacioni status.

Tabela 15:Klinicko-patoloske karakteristike bolesnika u odnosu na EGFR status

Karakterisitika Svi bolesnici EGFR EGFR P
n=161 Negativni pozitivni | vrednost
n=151 n=10

|
32(19.9) 30(19.9) 22000 |
~1(10.0) |

| >64 | 51GL7) | 4@ | 7(700) |
| |
_ Muski | 90(559) | 87(576) | 3(300) |
C Zemski 7144 6424 7(700)
Pusadkistatus | | | 0000
| |
| Bivii | 41(55) | 3745 | 4(@54) |
| |
r | [ | | 010 |

la 0 15093) 14093 1300
b | 181y | 15099 | 3300) |
| |

2b | 38(@236) | 3745 | 1(100) |
000

4| 4@5 | 4@D | 000 | |
007

0 | 97(603) | 94(623) | 3(300) |
| |

2 | 24049 | 22045 | 200 |
064

1A | 25055 | 23(15) | 200 | |
| |
. nA | 35@QL7) | 3105 | 4(400) |
| |
A | 38(Q236) | 36(38 | 2(00) |

ECOG | 053
0 | 45280) | 417 | 4400 | |

2 | 202 | 203 | 000 |
_‘
_
___

Da 74 (46.0) 68 (45.0) 6 (60.0)
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Mutacioni statusi u domenu gena za ALK, ROS1 i PI3KCA nisu bili statisticki znacajno povezani
ni sa jednom od ispitivanih klinicko-patoloskih karakteristika.Detaljan prikaz klinicko-patoloskih
karakteristika bolesnika u odnosu na ALK, ROS1 i PI3KCA mutacioni status prikazan je u tabeli
16,171 18.

Tabela 16:Klinicko-patoloske karakteristike bolesnika u odnosu na ALK status

Karakterisitika Svi Bolesnici ALK ALK P
n=161 Negativni Pozitivni | vrednost
n=158 n=3

Godinestarosti 08
| <54 | 320199 | 31196 | 1(333) | |

| |
| >64 | 516817 | 50GL) | 1(333) | |
Pl |

C Muski | 90(559) | 87(S5.) | 3(100.0) |
- Zemski |

Pusakistatus | | 008

| |
_ Bivii | 41255 | 41(627) | 000 | |
- Da |

r | ] [ | 06 |
| |
b 18(112) | 1814 | 000 | |
| |
_2b | 38236 | 38(40) | 0(100) | |

3 3836 382400  000)
4| 4e» | 309 [ 1333 | |

| |
0 | 97(603) | 95(60.) | 2(667) | |
] |

2 | 24049 | 24(15) | 000 |
Stadijum 023

1A | 25055 | 25(158) | 000 | |

| |
A | 35QL) | 35@2 | 000 | |
B R |

mA | 38236 | 3734 | 1(333) |
0 | 40 | 44@18 | 10333 | |
_‘
_‘
_ Bilobektomija

 Lobektomija | 113(70.2) | 111(70.1) | 2(66.7) _
___

Da 74 (46.0) 72 (45.6) 2 (66.7)
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Tabela 17:Klini¢ko-patoloske karakteristike bolesnika u odnosu na ROS1 status

Karakterisitika Svi Bolesnici ROS1 ROS1 P
n=161 Negativni Pozitivni vrednost
n=154 n=7

<54 | 32(199) | 31Q0h) | 1(43) | |
 >64 | 51(3L7) | 47(G05 | 4(57) | |
_ Muski | 90(559) | 84(545) | 6(857) | |
Pusackistates | || 052

r | | | |
b 181y | 18117 | 000 |
_2b | 38(@36) | 370400 | 1043 |

0 | 45(280) | 4486 | 1043 | |
2 | 20 | 2(3) | 000 | |

Da 74 (46.0) 69 (44.8) 5(71.4)
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Tabela 17:Klini¢ko-patoloske karakteristike bolesnika u odnosu na ROS1 status

Karakterisitika Svi Bolesnici PIK3CA PIK3CA P
n=161 Negativni Pozitivni vrednost
n=154 n=7

| | |
<54 | 32(199) | 30095 | 2(@86) | |
| | |
>4 | 51(3L7) | 48(3LD) | 3(428) | |
| | |
| Muski | 90(559) | 85(552) | 5714 | |
| | |
Pusackistates || 060
| | |
_ Bivsi | 41255 | 39(253) | 2(86) | |
- Da100(621) | 95(6L7) | 574
r ! | | | 010 |
| | |
b | 18(112) | 18(L7) | 0300 |
| | |
_2b | 38236 | 35027) | 3(428) |
3 38236 | 360234 | 286
4| 4@5) | 426 | 000 |
| | |
0 | 97(603) | 94(61.0) | 3(429) |
L 404 | 37(40) | 3829
2 | 24049 | 23050) | 104y [ |
Stadijgm 036
1A | 25055 | 25015 | 0000 | |
| | |
oA | 35QL7) | 32(05 | 3428 | |

B 33@Q05) | 31@ly | 2286
WA | 38(236) | 3638 | 2(@86) | |
| | |

0 | 45@0 | 42073 | 3429 | |
| | |

2 | 20 | 203 | 000 [ |
] I

_ Pulmektomija | 26(16.1) | 25(162) | 1(143) | |
| | |

_ Lobektomija | 113(70.2) | 108(70.1) | 5(7L4) |
1168 143 |

_Adj. hemioterapija | | 025
| | |

Da 74 (46.0) 69 (44.8) 5(71.4)

Srednje vreme pracenja bolesnika bilo je 2,5 godine (95% interval poverenja [CI] 2.2 do 2.8
godine), pri ¢emu je u tom trenutku 78 od 161 (48%) bolesnika imalo povratak bolesti, a 60 od
161 (37%) bolesnika je umrlo.

Viadimir Stojsic, doktorska disertacija 64



U univarijantnoj analizi,deskriptor T (Rizik za povratak bolesti 1.49; 95% CI 1,23-1,81; P <
0.001), deskriptor N (Rizikza povratak bolesti 1.42; 95% CI 1,06-1,92; P = 0.02), stadijum bolesti
(Rizik za povratak bolesti 1.39; 95% CI 1.19 - 1.64; P < 0.001), tip hirurSke intervencije (Rizikza
povratak bolesti 0.65; 95% CI10.50 - 0.84; P =0.001), i aduvantna hemioterapija (Rizikza povratak
bolesti 2.05; 95% CI 1.30 - 3.24; P =0.002) su bili statisticki znacajno povezani sa prezivljavanjem
bez povratka bolesti. Bolesnici u ¢ijim je uzorcima tumora dokazana PD-1 pozitivnost su imali
znacajno duze prezivljavanje bez povratka bolesti (Rizikza povratak bolesti 0.53; 95% CI 0.33 -
0.84; P = 0.008) dok prisustvo PD-L1 ekspresije (Rizikza povratak bolesti 1.05; 95% CI 0.66 -
1.66; P = 0.84), KRAS mutacije (Rizikza povratak bolesti 1.0; 95% CI 0.64 - 1.57; P = 0.99),
EGFR mutacije (Rizikza povratak bolesti 0.64; 95% CI 0.20 - 2.04; P = 0.45). Ostale, manje
zastupljene genske alteracije poput ALK i ROSlrearanzmana i PIK3CA mutacija, takodenisu

imale uticaja na prezivljavanje bez povratka bolesti (Tabela 19).

Deskriptor T bolesti (Rizikza smrtni ishod 1.37; 95% CI 1,09-1,71; P =0.006), deskriptor N bolesti
(Rizikza smrtni ishod1.63; 95% CI 1,17-2,29; P = 0.004), stadijum bolesti (Rizikza smrtni
ishod1.41; 95% CI 1.16-1.72; P <0.001), tip hirurSke intervencije (Rizikza smrtni ishod0.65; 95%
C10.48-0.87; P =0.004) i aduvantna hemioterapija (Rizikza smrtni ishod2.57; 95% CI 1.50-4.38;
P =0.001) su bili statisticki znacajno povezani i sa ukupnim prezivljavanjem . Bolesnici sa PD-1
pozitivnim tumor-infiltriSu¢im ¢elijama su imali statsisticki znacajno duze ukupno prezivljavanje
u odnosu na bolesnike sa PD-1 negativnim tumor-infiltriSu¢im ¢elijama (Rizikza smrtni ishod0.47;
95% C10.27-0.80; P = 0.006) dok prisustvo PD-L1 ekspresije (Rizikza smrtni ishod0.70; 95% CI
0.40-1.21; P = 0.20), KRAS mutacije (Rizikza smrtni ishod0.89; 95% CI 0.53-1.40; P = 0.65) i
EGFR mutacije (Rizikza smrtni ishod1.13; 95% CI 0.41-3.12; P =0.82), ALK 1 ROS1 rearanzman

1 PIK3CA mutacije nije imalo uticaja na duzinu prezivljavanja bolesnika (Tabela 19).
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Tabela 19: Univarijantna analiza

UNIVARIJANTNA ANALIZA
Rizik za Rizik od
Varijabla povratak 95% CI* P vrednost smrtnog 95% CI P vrednost
bolesti ishoda

Godine 0,90 0,66-1,23 0,51 1,21 0,85-1,72 0,29
Pol 0,87 0,56-1,36 0,54 0,94 0,56-1,56 0,81
Pusenje 0,73 0,51-1,05 0.07 0,75 0,51-1,11 0,16
T 1,49 1,23-1,81 <0,001 1,37 1,09-1,71 0,006
N 1,42 1,06-1,92 0,02 1,63 1,17-2,29 0,004
Stadijum 1,39 1,19-1,64 <0,001 1,41 1,16-1,72 <0,001
ECOG 0,78 0,49-1,25 0,30 0,88 0,52-1,49 0,63
Vrsta hir. intervencije 0,65 0,50-0,84 0,001 0,65 0,48-0,87 0,004
Adjuvantna hemoterapija 2,05 1,30-3,24 0,002 2,57 1,50-4,38 0,001
PD-1 0,53 0,33-0,84 0,008 0,47 0,27-0,80 0,006
PD-L1 1,05 0,66-1,66 0,84 0,70 0,40-1,21 0,20
EGFR 0,64 0,20-2,04 0,45 1,13 0,41-3,12 0,82
KRAS 1,0 0,64-1,57 0,99 0,89 0,53-1,40 0,65
PIK3CA 0,98 0,31-3,15 0,98 1,08 0,34-3,45 0,90
ALK 0,58 0,08-4,19 0,59 0,55 0,08-4,03 0,56
ROSI 0,55 0,13-2,28 0,41 0,39 0,05-2,80 0,35

U multivarijantnoj analizi stadijum bolesti (Rizik za povratak bolesti 1.25; 95% CI 1.03 - 1.51; P
= 0.02)je bio statisticki znacajno povezan sa prezivljavanjem bez povratka bolesti (Tabela 15). Sa
druge strane, primena aduvantne hemioterapije (Rizikza smrtni ishod 1.97; 95% CI 1.03 - 3.78; P
=0.04) je bila statisticki znacajno povezana sa ukupnim prezivljavanjem(Tabela 15).Nezavistan
efekat prisustva KRAS, EGFR, PIK3CA mutacije, ALK i ROSI rearanzmana, PD-1 ekspresije 1
PD-L1 ekspresije na prezivljavanje bez povratka bolesti i ukupno prezivljavanje analizirano je
pomocu Coxove regresije prilagodene za starost, pol, stadijum bolesti, ECOG performans status,
tip hirurgije 1 aduvantu terapiju. U ovoj analizi PD-1 ekspresija je bila statisticki znacajno
povezana sa prezivljavanjem bez povratka bolesti (prilagoden rizikza povratak bolesti 0.58; 95%
CI10.36-0.94; P = 0.03) i ukupnim prezivljavanjem (prilagoden rizikza smrtni ishod 0.47; 95% CI
0.27-0.84; P =0.01) te samim tim PD-1 ekspresija predstavlja nezavistan prognosticki faktor kod
bolesnika sa ranim stadijumom adenokarcinoma bronha. Sa druge strane, PD-L1 ekspresija

rilagoden rizikza povratak bolesti 0.89; 95% CI 0.53-1.49; P = 0.66), (prilagoden rizikza smrtni
priag p priag
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ishod 0.58; 95% CI 0.32-1.07; P = 0.08), KRAS mutacioni status (prilagoden rizikza povratak
bolesti 1.08; 95% CI 0.67-1.73; P = 0.76), (prilagoden rizikza smrtni ishod 1.03; 95% CI 0.59-
1.81; P =0.91)i EGFR mutacioni status status (prilagoden rizikza povratak bolesti 0.85; 95% CI
0.26-2.82; P = 0.79), (prilagoden rizikza smrtni ishod 1.37; 95% CI 0.46-4.07; P = 0.57)nisu bili
statistiCki znaCajno povezani sa prezivljavanjem bez povratka bolesti niti sa ukupnim
prezivljavanjem bolesnika. Prisustvo ALK 1 ROS1 rearanzmana i PIK3CA mutacioni status takode
nisu bili znacajno povezani sa prezivljavanjem bez povratka bolesti niti sa ukupnim

prezivljavanjem bolesnika (Tabela 20).

Tabela 20: Multivarijantna analiza

MULTIIVARIJANTNA ANALIZA

Rizik za Rizik od
Varijabla povratak 95% CI* P vrednost smrtnog 95% CI P vrednost
bolesti ishoda
Godine 0,98 0,70-1,33 0,87 1,30 0,91-1,88 0,15
Pol 0,92 0,58-1,47 0,73 1,13 0,66-1,94 0,65
Stadijum 1,25 1,03-1,51 0,02 1,24 0,97-1,57 0,08
ECOG 0,83 0,50-1,36 0,45 0,77 0,44-1,36 0,37
Vrsta hir. intervencije 0,78 0,59-1,05 0,10 0,81 0,59-1,11 0,20
Aduvantna hemoterapija 1,36 0,78-2,35 0,28 1,97 1,03-3,78 0,04
PD-1 0,59 0,37-0,95 0,03 0,47 0,27-0,84 0,01
PD-L1 0,89 0,53-1,49 0,66 0,58 0,32-1,07 0,08
EGFR 0,85 0,26-2,82 0,79 1,37 0,46-4,07 0,57
KRAS 1,08 0,67-1,73 0,76 1,03 0,59-1,81 0,91
PIK3CA 0,84 0,25-2,88 0,79 0,96 0,29-3,19 0,94
ALK 0,51 0,07-3,88 0,52 0,66 0,09-5,03 0,69
ROSI1 1,56 0,33-7,33 0,57 0,58 0,07-4,77 0,61

Petogodisnje prezivljavanje bez povratka bolesti svih bolesnika je iznosilo 34%. Bolesnici saPD-
1 pozitivnim imunskim ¢elijama su imali statisticki znac¢ajno duze prezivljavanje bez povratka
bolesti u odnosu na bolesnike sa PD-1 negativnim imunskim ¢elijama. Petogodsnje prezivljavanje
bez progresije bolesti za bolesnike sa PD-1 pozitivnim imunskim ¢elijama iznosilo je 51% dok je
za bolesnike sa PD-1 negativnim imunskim ¢elijama iznosilo 20% (P=0.007) (Grafikon 8). U
pogledu PD-L1 ekspresije 1 preZivljavanja bez povratka bolesti nije evidentirana statisticki

znacajna povezanost. PetogodSnje prezivljavanje bez progresije bolesti za bolesnike sa PD-L1
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pozitivnim tumorskim celijama iznosilo je 31% dok je za bolesnike sa PD-L1 negativnim
tumorskim ¢elijama iznosilo 39% (P=0.84) (Grafikon 9). Takode, nije bilo statisticki znac¢ajne
povezanosti izmedu KRAS mutacionog statusa i prezivljavanja bez povratka bolesti. Bolesnici
saKRAS mutiranim tumorima su imali petogodi$nje prezivljavanje bez progresije 39%, dok su
bolesnici sa KRAS negativnim tumorima imali petogodiSnje prezivljavanje bez povratka bolesti
32% (P=0.94) (Grafikon 10). Bolesnici sa EGFR mutiranim tumorima su imali petogodiSnje
prezivljavanje bez progresije 67%, dok su bolesnici sa EGFR negativnim tumorima imali
petogodisnje prezivljavanje bez povratka bolesti 32% (P=0.45) (Grafikon 11). Nije bilo statisticki
znacajne razlike u prezivljavanju bez povratka bolesti bolesnika sa ALK, ROSI i PIK3CA
pozitivnim tumorima 1 bolesnika sa divljum tipom ALK, ROS1 i PIK3CA gena. (Grafikon 12,
Grafikon 13 i Grafikon 14).

Grfikon 8. Prezivljavanje bez povratka bolesti bolesnika u odnosu na PD1 status
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Grafikon 9. Prezivljavanje bez povratka bolesti bolesnika u odnosu na PD-L1 status
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Grafikon 10. Prezivljavanje bez povratka bolesti bolesnika u odnosu na KRAS status

0.5

067

Preiivljavanje bez povratka bolesti

0.2=

KRAS

~ITKRAS neg
~TTTKRAS poz
—+—HRAS neg - censored
~—+~KRAS poz - censored

Log Rank P = 0.94

HR (95%Cl) = 1.0 (0.64-1.57)

0o

3 4 H] ] T g 9 10

Vreme (godine)

Vladimir Stojsi¢, doktorska disertacija

69



Grafikon 11. Prezivljavanje bez povratka bolesti bolesnika u odnosu na EGFR status
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Grafikon 12. Prezivljavanje bez povratka bolesti bolesnika u odnosu na ALK status
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Grafikon 13. Prezivljavanje bez povratka bolesti bolesnika u odnosu na ROS1 status
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Grafikon 14. Prezivljavanje bez povratka bolesti bolesnika u odnosu na PIK3CA status
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PetogodiSnje ukupno prezivljavanje svih 161 bolesnika bilo je 43%. Kod bolesnika sa PD-1
pozitivnim imunskim ¢elijama petogodiSnje ukupno prezivljavanje je bilo 61% 1 bilo je statisticki
znacajno duze u odnosu na bolesnike sa PD-1 negativnim imunskim ¢elijama kod kojih je ukupno
petogodi$nje prezivljavanje bilo 29% (P=0.005) (Grafikon 15). Kod bolesnika sa PD-LI
pozitivnim imunskim ¢elijama petogodiSnje ukupno preZivljavanje je bilo 62% dok je kod
bolesnika sa PD-L1 negativnim imunskim ¢elijama bilo 36% Sto nije predstavljalo statisticki
znacajnu razliku (P=0.20) (Grafikon 16). Nije bilo statisticki znacajne razlike u ukupnom
prezivljavanju bolesnika sa KRAS mutiranim i KRAS negativnim tumorima. Petogodisnje ukupno
prezivljavanje kod bolesnika sa KRAS mutiranim tumorima bilo je 44% dok je petogodiSnje
prezivljavanje kod bolesnika sa KRAS negativnim tumorima bilo 45% (P=0.64) (Grafikon 17).
Nije bilo statisticki znacajne razlike u ukupnom prezivljavanju bolesnika sa EGFR mutiranim 1
EGFR negativnim tumorima. Petogodisnje ukupno prezivljavanje kod bolesnika sa EGFR
mutiranim tumorima bilo je 58% dok je petogodiSnje preZivljavanje kod bolesnika sa EGFR
negativnim tumorima bilo 43% (P=0.81) (Grafikon 18). Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u
ukupnom prezivljavanju bolesnika sa ALK, ROS1 i PIK3CA pozitivnim tumorima i bolesnika sa

divljum tipom ALK, ROS1 i PIK3CA gena. (Grafikon 19, Grafikon 20 i Grafikon 21).

Grafikon 15. Ukupno prezivljavanje bolesnika u odnosu na PD1 status
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Grafikon 16. Ukupno prezivljavanje bolesnika u odnosu na PD-L1 status
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Grafikon 17. Ukupno prezivljavanje bolesnika u odnosu na KRAS status
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Grafikon 18. Ukupno prezivljavanje bolesnika u odnosu na EGFR status
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Grafikon 19. Ukupno prezivljavanje bolesnika u odnosu na ALK status
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Grafikon 20. Ukupno prezivljavanje bolesnika u odnosu na ROS1 status
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Grafikon 21. Ukupno prezivljavanje bolesnika u odnosu na PIK3CA status
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5. DISKUSIJA

Napredak na polju molekularne biologije u potpunosti je promenio pristup dijagnostici i lecenju
bolesnika koji boluju od karcinoma bronha. Razumevanje molekularnih deSavanja i ispitivanje
genskih alteracija koje se dogadaju u tumorskim ¢elijama karcinoma bronha dovele su do toga da
danas imamo, kada je re¢ o uznapredovalom odnosno metastaskom stadijumu bolesti, koji nije
podoban za hirurSko le€enje, niz novih terapijskih opcija koje deluju ciljano na mutirane tumorske
¢elije. Iste te promene u tumorskim ¢elijama omogucuju nam takode i1 bolje odredivanje prognoze
samih bolesnika kao i bolju predikciju odgovora na odredenu terapiju. Sto se ti¢e bolesnika sa
karcinomom bronha u ranom stadijumu bolesti, hirur§ko lecenje 1 dalje ostaje prva i najbolja
terapijska opcija. Medutim, s obzirom na relativno veliki procenat ponovnog vracanja bolesti, sve
su intenzivnija ispitivanja usmerena na potencijalni uticaj molekularnih deSavanja i genskih

alteracija u tumorskim ¢elijama karcinoma bronha u ranom stadijumu bolesti.

Vecina do sada objavljenih studija, iz zemalja regiona Jugoisto¢ne Evrope, koje su odredivale
frekvencije genskih alteracija u ¢elijama tumora bolesnika sa karcinomom bronha i njihov
prognosticki znacaj su svoju evaluaciju bazirale na svega nekoliko, naj¢es¢ih genskih alteracija i
te genske alteracije su uglavnom ispitivane u tumorskim ¢elijama bolesnika sa uznapredovalim,
metastatskim stadijumom karcinoma bronha. Ova studija je prva u Republici Srbiji i regionu

-----

uzorcima tumora bolesnika sa ranim stadijumom adenokarcinoma bronha.

U Evropi i svetu aktuelna istrazivanja iz domena karcinoma bronha su u velikoj meri usmerena na
ispitivanja u oblasti genskih alteracija i zn¢aja njihovog prisustva u ¢elijama tumora bolesnika koji
boluju od karcinoma bronha. U studiji Yeunga i saradnika (157), analiziran je mutacioni profil
gena u osnovi RTK/RAS/PI3K u uzorcima tumora kineskih bolesnika koji su bolovali od
adenokarcinoma bronha. Analizirane su mutacije u domenu gena za EGFR, KRAS, HER2, BRAF,
PIK3CA, NRAS, MAP2K1, RIT1, MET, ALK i ROS1. Nasa paleta mutacija je bila neSto manja
i obuhvatila je KRAS, EGFR, ALK, ROSI i PIK3CA, stim da je u naSoj studiji odredivan i nivo
ekspresije PD-1 i1 njegovog liganda PD-L1. Metodologija odredivanja mutacija u studiji kineskih
autora razlikovala se u odnosu naSu studiju u smislu koriS¢enja direktnog sekvencioniranja za

detekciju mutacija u domenu gena za EGFR, KRAS, HER2, BRAF, PIK3CA, NRAS, MAP2K1,
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RIT1 dok je u naSoj studiji koriS¢ena metoda pirosekvencioniranja. ALK i ROSI1 mutacije
odredivane samo pomocu fluoroscentne in situ hibridizacije, a u nasoj studiji prisustvo mutacija u
domenu ALK i ROS1 gena su prvo odredivane imunohistohemijski, a potom su pozitivni nalazi
potvrdeni fluoroscentnom in situ hibridizacijom. Klinicko-patoloske karakteristike bolesnika koji
su bili ukljuceni u studiji kineskih autora su bile dosta sli¢ne karakteristikama naSe ispitivane
populacije stom razlikom da je u grupi kineskih ispitanika, od njih 154, pet imalo dijagnozu
adenoskvamoznog karcinoma, §to je u nasoj studiji bio iskljuc¢ni kriterijum za ucesce, dok je ostalih
149 imalo dijagnozu adenokarcinoma bronha. U studiji kineskih autora postojala je statisticki
znacajna razlika (P<0.001) u pogledu pusackog statusa izmedu pripadnika muskog i Zenskog pola,
dok kod nas ta razlika nije bila prisutna, iako je sama podela ispitanika u pogledu pusackog statusa
bila drugacije definisana. U studiji kineskih autora ispitinici koji su u svom zivotu popusili manje
od 100 cigareta bili su okarakterisani kao nepusaci, dok su svi ostali koji su u zivotu popusili vise
od 100 cigareta bili okarakterisani kao puSaci. U nasoj studiji, kao nepusaci su okarakterisani,
slicno kineskoj studiji, oni ispitanici koji su u svom zivotu popusili manje od 100 cigareta,
medutim, ispitanike koji su popusili vise od toga mi smo podelili na aktuelne, trenutne pusace koji
su davali podatak prilikom prijema u bolnicu da su konzumirali duvan unutar 6 meseci pre prijema
u bolnicu, dok su kao bivsi pusaci bili okarakterisani oni ispitanici koji su u svom Zivotu popusilu
viSe od 100 cigareta, ali su prestali sa pusenjem najkasnije 6 meseci pre prijema u bolnicu. Koli¢ina
popusenih cigareta je u naSoj studiji bila izrazena preko indeksa paklo-godina (pack-year index)
dok to nije bio slucaj u studiji kineskih autora. Takode, ispitanici u studiji kineskih autora su
najveéim delom dijagnostikovani u I stadijumu bolesti (46.3%) prema sedmoj reviziji TNM
klasifikacije koja je koriS¢ena 1 u nasoj studiji. Kod nas, vec¢ina bolenika je bila dijagnostikovana
u II stadijumu bolesti (42.2%). U grupi kineskih ispitanika, njih 11.4% su imali IV stadijum bolesti,
dok su u nasoj studiji, IT1IB 1 IV stadijum bolesti bili iskljucujuéi krtiterijum za ucescée u studiji. Od
149 kineskih bolesnika sa dijagnozom adenokarcinoma bronha njih 102 (68.5%) je imalo prisustvo
jedne od ispitivanih genskih alteracija u tumorskim ¢elijama, 2 (1.3%) ispitanika su imali duplu
mutaciju dok kod ostalih 45 (30.2%) ispitanika, nije detektovano prisustvo ispitivanih genskih
alteracija u tumorskim celijama. Priblizno rezultatima kineske studije, u naSoj ispitivanoj
populaciji od 161 ispitanika njih 96 (59.6%) je imalo detektovano prisustvo neke od ispitivanih
genskih alteracija u tumorskim ¢elijama, a u naSoj populaciji nije detektovano prisustvo duple

mutacije. Medutim, najveca razlika primecena je u frekvenciji odredivanih genskih alteracija. Iako
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su 1 u nasoj studiji 1 u studiji kineskih autora najfrekventnije genske alteracije bile mutacije u
domenu KRAS i EGFR gena i u obe studije su one bile medusobno iskljucive, u studiji kineskih
autora frekvenca EGFR mutacije je bila 43% (64 od 149) i to je bila ujedno i najfrekventnija genska
alteracija u ispitivanoj populaciji. Na drugom mestu je bila KRAS mutacija sa frekvencijom od
11.4% (17 od 149). Prisustvo EGFR mutacije je bilo znacajnije prisutno kod nepusaca (59%
naspram 25%, P< 0.001) 1 kod bolesnika koji nisu imali metastaze u medijastinalnim limfnim
¢vorovima (P = 0.034). Takode, postojao je trend ¢esceg prisustva EGFR mutacije kod ispitanika
zenskog pola u odnosu na muski pol iako ta razlika nije bila statisticki znac¢ajna (P = 0.082). U
naSem uzorku najfrekventnija genska alteracija je bila KRAS mutacija i njena frekvencija iznosila
71€42.9% (69 od 161) dok je frekvencija EGFR mutacija bila 6.2% (10 od 161). U nasoj populaciji
prisutvo EGFR mutacije je bilo statisticki znacajno povezano sa pusenjem (P < 0.001) i sa
godinama starosti (P =0.013). Iako je u naSoj studiji detektovan relativno mali broj mutacija, svega
10 bolesnika je u svojim tumorima imalo prisustvo EGFR mutacije, kao 1 u studiji kineskih autora
1 kod nas je primecen trend ¢eS¢e EGFR pozitivnosti kod pripadnika zZenskog pola u odnosu na
muski pol (70% naspram 30%), medutim ova razlika nije bila statisti¢ki znaéajna (P=0.108) Sto
se tice razlike u frekvenciji EGFR mutacija dobijene u nasoj studiji i frekvencije EGFR mutacija
u studiji kineskih autora, odgovor bi mogao da lezi u €injenici da je ispitivana populacija kineskih
autora u potpunosti sacinjena od pripadnika azijatske rase, da je u populaciji bilo zastupljeno skoro
50 % zena koje su u ¢ak 80% slucajeva bile nepusaci. Za prethodno pomenute tri klinicke
karakteristike je i prethodno dokazano da su ¢eS¢e povezane sa prisustvom mutacija u domenu
EGFR gena, tako da je ovaj rezultat kineskih autora donekle 1 o€ekivan kao 1 razlika u odnosu na
rezultat u nasem istrazivanju (85-87). Frekvencija EGFR mutacija u nasoj populaciji, safinjenoj
od ispitanika pripadnika kavkaske rase, je bila niza u poredenju sa frekvencijom koja je zabelezena
u studiji Zari¢a i saradnika, a koja je sprovedena u istoj ustanovi u kojoj je sprovedena i ova studija,
u Institutu za pluéne bolesti Vojvodine. Frekvencija EGFR mutacija iznosila je 11.7% u uzorcima
tumora bolesnika sa uznapredovalim, metastatskim adenokarcinomom bronha, pripadnika
kavkaske rase takode, premda je u ovoj studiji koris¢ena drugacija metodologija detekcija EGFR
mutacija (86). U jednoj slicnoj studiji iz okruzenja, sprovedenoj u Hrvatskoj, kod 324 bolesnika
sa metastatskim stadijumom adenokarcinoma bronha dobijena je frekvencija EGFR mutacija od
15.7% (158). Generalno gledano, frekvencija EGFR mutacija kod bolesnika sa uznapredovalim

adenokarcinomom bronha kod pripadnika kavakaske rase kre¢e se od 10% do 15% (86,87).
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Incidenca mutacija u domenu EGFR gena kod bolesnika sa ranim stadijumom adenokarcinoma
bronha, koji su hirurski leeni, nije poznata u meri u kojoj je poznata za uznapredovali, metastatski
stadijum bolesti. Jedan od razloga je taj Sto se u klinickoj praksi testiranje tumorskog tkiva na
prisustvo mutacija u domenu EGFR gena, u ve¢ini zemalja, ne izvodi rutinski kod ranog stadijuma
bolesti ve¢ samo kod uznapredovalog (88). Medutim, u pojednim delovima sveta, naucnici su
testirali 1 odredivali uCestalost EGFR mutacija kod ranog stadijuma adenokarcinoma bronha.
MSKCC (Memorial Sloan-Kettering Cancer Center) grupa je 2008 godine objavila rezultate
testiranja tumora 296 operisanih bolesnika kod kojih je utvrdila prisustvo EGFR mutacije u 14%
slucajeva (89). Ista grupa je 2012 godine objavila rezultate testiranja tumora 1118 bolesnika koji
su imali rani stadijum adenokarcinoma bronha 1 hirurski u leceni 1 ovaj put EGFR pozitivnost je
dokazana u 20% slucajeva (90). Razlog za mali procenat EGFR pozitivnih tumorskih uzoraka u
nasoj studiji mogao bi biti i posledica same veli¢ine uzorka, ali i ¢injenice da se frekvencija EGFR
mutacija razlikuje kod ranog i uznapredovalog stadijuma bolesti, mada, za sada nema jasnih,

nauc¢no potkrepljenih dokaza koji bi podrzali tu teoriju.

Prisustvo mutacija u domenu EGFR gena se u vecini klini¢kih studija pokazalo kao pozitivan
prognosticki faktor kod bolesnika sa uznapredovalim, metastatskim adenokarcinomom bronha,
bez obzira na vrstu terapije koju su primili (93-96). Potvrdu ovoj teoriji daje i studija Yeunga i
saradnika (157), u kojoj su uznapredovali, metastatski stadijum bolesti, prisustvo metastaza u
regionalnim limfnim ¢vorovima, prisustvo EGFR mutacije i prisustvo MET mutacije oznaceni kao
prognosticki faktori za ukupno prezivljavanje. Multivarijantnom analizom u studiji kineskih autora
priustvo mutacije u domenu EGFR gena je bilo povezano sa boljim ukupnim prezivljavanjem, dok
je prisustvo MET mutacije bilo povezano sa lo$ijim prezivljavanjem. Medutim, mutacije u domenu
EGFR i MET gena nisu bile povezane sa prezivljavanjem bez povratka bolesti. Prva meta-analiza
koja je sprovedena u cilju utvrdivanja prognostickog znacaja prisustva mutacija u domenu EGFR
gena kod bolesnika kod kojih je hirur§kim putem odstranjen nesitnocelijski karcinom bronha u
ranom stadijumu (I do III) je studija Zhang-a i saradnika (92). Od 11 studija koje su bile uklju¢ene
u analizu prezivljavanja bez povratka bolesti jedna je bila iskljucena jer je doprinosila znacajnoj
heterogenosti, a razlog je bio taj $to su u toj studiji uestvovali samo bolesnici sa IIIA stadijumom
bolesti. Analizom ostalih deset studija nije se pokazalo da prisustvo EGFR mutacije predstavlja

prognosticki faktor za prezivljavanje bez povratka bolesti kod bolesnika sa ranim stadijumom
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karcinoma bronha (HR (Hazard ratio) za prezivljavanje bez povratka bolesti 0.96, 95% CI
(Confidence interval) 0.79-1.16; P = 0.65). Prisustvo EGFR mutacje se nije pokazalo kao
prognosticki faktor ni za ukupno prezivljavanje (HR=0.86, 95% CI 0.72-1.04; P=0.12). Medutim,
veliki broj faktora moze uticati na rezultate ove studije, a na prvom mestu su karakteristike
ispitanika koji su bili obuhvaceni ovom meta-analizom kao §to su pol, starost, pusacki status,
patohistoloski podtip tumora itd. Na drugom mestu je tehnika koriS¢ena za detekciju prisustva
mutacija u domenu EGFR gena jer je poznato da postoji vise metoda detekcije EGFR mutacija 1
da za svaka od njih ima i svoje prednosti i svoje mane, te stoga rezultate ove meta-analize treba
komentarisati sa jednom dozom opreza. U nasem istrazivanju prisustvo EGFR mutacije nije bilo
znacajno povezano sa prezivljavanjem bez povratka bolesti i sa ukupnim prezivljavanjem stim da
je naSa studija bila usredsredena samo na rani stadijum adenokarcinoma bronha. Glavni i
najznacajniji ograni¢avajuéi faktor u naSem istrazivanju bio je mali broj bolesnika sa detektovanim

mutacijama u domenu EGFR gena.

Prisustvo KRAS mutacije je u nasoj studiji bilo statisticki znacajno povezano sa godinama starosti
(P =0.004), polom (P = 0.006) i pusackim statusom (P = 0.004). U studiji kineskih autora (157),
sli¢no nasoj studiji, prisustvo KRAS mutacije je bilo statisti¢ki znacajno ¢es¢e kod puSaca nego
kod nepusaéa (P = 0.016) i kod ispitanika muskog pola (P = 0.003). Sto se tiée razlike u
frekvencijama KRAS mutacije u naSoj studiji 1 studiji Yeunga i saradnika moZe se re¢i da je
frekvencija KRAS mutacija u nasem uzorku od 42.9% i frekvencija KRAS mutacija u studiji
kineskih autora od 11.4% ocekivana, uzimaju¢i u obzir Cinjenicu da klinicko-patoloske
karakteristike naSe populacije visSe odgovaraju klinicko-patoloskim karakteristikama koje se u
literaturi ¢eS¢e povezuju sa KRAS pozitivnoSéu. To se pre svega odnosi na prisustvo
adenokarcinoma, visok nivo zastupljenosti puSenja u populaciji, stariju zivotnu dob i pripadnost
kavkaskoj rasi (107), Sto su sve karakteristike koje su znacajno izraZzene u naSem ispitivanom
uzorku. U najvecoj meta-analizi, objavljenoj 2016. godine od strane kineskih naucnika,
obuhvacena je 41 klini¢ka studija u kojima je ispitivan prognosticki i prediktivni znac¢aj prisustva
KRAS mutacije (116). Sve studije su objavljene u periodu od 2005 do 2015 godine. Trideset
studija je sprovedeno u Evropi 1 Severoj Americi, deset studija je sprovedeno u Aziji 1 jedna u
Juznoj Americi. Sve studije osim jedne su kao histoloski tip ispitivale adenokarcinom bronha. U

trinaest studija kao metoda detekcije prisustva KRAS mutacije koriS¢ena je polimeraza lan¢ana
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reakcija (PCR), dok je u ostalim studijama za detekciju koris¢eno direktno sekvencioniranje. Niti
jedna studija nije koristila pirosekvencioniranje kao metodu detekcije KRAS mutacije Sto je bio
slu¢aj u nasem istrazivanju. Vecina studija je prisustvo KRAS mutacije trazilo u uzorcima tumora,
a u Cetiri studije koriS¢ena je DNK izolovana iz krvne plazme. U ovoj meta-analizi od ukupno
13103 uzorka pogodna za testiranje, kod 2374 je detektovano prisustvo KRAS mutacije (18%).
Prisustvo KRAS mutacije je u meta-analizi statisti¢ki znacajno bilo povezano sa histoloskim tipom
adenokarcinoma i sa puSackim statusom, bez obzira na to da li su pusaci bili aktivni ili bivsi
(P=0.017), ali ne 1 sa muskim polom (P=0.142). U naSem istrazivanju mutacioni status u domenu
KRAS gena je bio statisticki znacajno povezan sa godinama starosti (P = 0.004), polom (P = 0.006)
1 pusackim statusom (P = 0.004). U odnosu na rasnu pripadnost, frekvencija KRAS mutacije za
pripadnike azijatske rase kretala se od 4.4% do 25.5%, dok je kod pripadnika kavkaske rase
frekvencija KRAS mutacije bila u rasponu od 6.7% do 47.5%. U ovoj meta-analizi ukupno devet
studija je, kao 1 nasa studija, posmatralo bolesnike sa ranim stadijumom adenokarcinoma bronha i
u dve od tih devet studija koje su sprovedene na bolesnicima kavkaske rase, frekvencija KRAS
bila je 40.7% (158) i 47.5% (113), sli¢no rezultatu nase studije. Sto se ti¢e zemalja u nasem
okruzenju, u populaciji Hrvatskih bolesnika koji boluju od adenokarcinoma bronha frekvencija
KRAS mutacija bila je 34.9% (158), dok je u populaciji bolesnika u Madarskoj, frekvencija KRAS
mutacija iznosila 28.6% (160). Medutim, rezultati dobijeni i u studiji Hrvatskih i Madarskih autora
su se odnosili isklju¢ivo na uznapredovali, metastatski stadijum bolesti, dok za rani stadijum
bolesti nema podataka iz regiona. Takode, razlika u odnosu na naSe ispitivanje je bila i u

metodologiji detekcije prisustva KRAS mutacije.

Uloga KRAS mutacija kao prognostickog faktora kod bolesnika sa nesitnocelijskim karcinomom
bronha i dalje nije u potpunosti razjasnjena. I dok veliki broj sprovedenih studija sugerise
potencijalno negativan prognosti¢ki znacaj ove mutacije, postoje i one studije koje nisu potvrdile
negativan uticaj KRAS mutacija na prezivljavanje. Medutim, u ve¢ini studija postojala je znacajna
heterogenost koja se najviSe manifestovala u pogledu histoloskog podtipa tumora, stadijuma
bolesti 1 primenjenog tretmana. Shepherd 1 saradnici su sproveli najvecu studiju koja je ipitivala
prognosticki znacaj KRAS mutacija kod bolesnika kod kojih je hirurSki odstranjen nesitnocelijski
karcinom bronha u ranom stadijumu, a koji su bili ukljuceni u Cetiri velike studije o adjuvantnoj

hemioterapiji (112). Preko 1500 uzoraka tumora je testirano na prisustvo KRAS mutacija i kod
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njih 300 je detektovana KRAS pozitivnost. lako je studija sprovedena na relativno homogenoj
populaciji hirurski lecenih bolesnika sa ranim stadijumom nesitnocelijskog karcinoma bronha,
prisustvo KRAS mutacije se nije pokazalo kao prognosticki faktor za ukupno prezivljavanje kako
u univarijantnoj tako i u multivarijantnoj analizi (HR mutirani naspram divlji tip gena, 1.17; 95%
CI, 0.96-1.42; P = 0.12). Analizom u podgrupi bolesnika sa adenokarcinomom bronha takode nije
evidentiran prognosticki znacaj prisustva KRAS mutacija (HR=1.00; 95% CI, 0.78-1.29; P=0.97).
Sli¢ni rezultati dobijeni su i u pogledu prezivljavanja bez povratka bolesti za sve bolesnike
obuhvaéene analizom (HR = 1.15; 95% CI, 0.96-1.39; P = 0.14), a takodje i u grupi bolesnika sa
adenokarcinomom bronha (HR = 0.98; 95% CI, 0.78-1.24; P =0.87). Pan i saradnici su u svojoj
meta-analizi identifikovali devet studija koje su ispitivale prezivljavanje bez povratka bolesti kod
bolesnika sa ranim stadijumom nesitnocelisjkog karcinoma bronha, stadijum I do IIIA, kod kojih
je u tumorskim celijama detektovano prisustvo KRAS mutacije naspram bolesnika koji su imali
divlji tip KRAS gena. Kao i u naSem istrazivanju, svi bolesnici su imali RO resekciju, a najces¢i
tip hirurSke intervencije je bio lobektomija. KRAS pozitivni bolesnici su imali statisticki znac¢ajno
vedi rizik za povratak bolesti (HR=1.57; 95% CI, 1.17-2.09, P=0.002). Analiza podgrupa u odnosu
na rasnu pripadnost je pokazala da je prisustvo KRAS mutacije izrazenije negativan prognosticki
faktor kod pripadnika azijatske rase (HR=2.59, 95% CI 1.55-4.30 P=0.000), nego kod pripadnika
kavkaske rase (HR=1.31, 95% CI 0.99-1.73, P=0.057). Rezultati dobijeni u naSem istraZivanju su
u skladu sa rezultatima vecine studija koje su se bavile ovom problematikom. U multivarijantnoj
analizi prisustvo KRAS mutacije se nije pokazalo kao prognosticki znak za bolesnike sa ranim
stadijumom adenokarcinoma bronha, ni za prezivljavanje bez povratka bolesti ni za ukupno

prezivljavanje.

Nasa studija je druga u Republici Srbiji koja je odredivala frekvenciju ALK mutacija kod bolesnika
sa ranim stadijumom adenokarcinoma bronha. Prva studija je bila studija Zari¢a i saradnika,
sprovedena je u Institutu za pluéne bolesti Vojvodine, a objavljena je 2016. godine (120). U ovoj
studiji, u kojoj se ALK pozitivnost, kao i u nasoj studiji, inicijalno odredivala imunohistohemijski,
a zatim se rezultat potvrdivao fluoroscentnom in situ hibridizacijom dobijena je frekvencija ALK
mutacije od 6.2% (12 od 195). Nakon toga, 12 pozitivnih nalaza podvrgnuto je FISH analizi i 10
nalaza je potvrdeno kao pozitivno, dok su dva nalaza bila negativna. Dakle, frekvenca ALK

mutacije odredena fluoroscentnom in situ hibridizacijom bila je 5.1% (10 od 195). Prisustvo ALK
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mutacije je statisticki znacajno bilo povezano sa acinarnim podtipom adenokarcinoma bronha
(P=0.02) dok je povezanost sa puSackim statusom bilo na granici znacajnosti (P=0.057). Nije
primecena statisticki znacajna povezanost sa drugim klinicko-patoloskim karakteristikama. U
nasoj studiji, frekvencija ALK mutacije je bila 1.9% (3 od 161), a sva tri pozitivna nalaza su
potvrdena i FISH analizom. S obzirom na veoma mali broj ALK pozitivnih bolesnika, nije bilo
mogucnosti za neki statisticki logican zakljucak. U studiji Zaric¢a i saradnika, kori§¢eno antitelo za
detekciju ALK mutacije je bilo razli¢itog proizvodaca u odnosu na antitelo koriS¢eno u nasoj
studiji, te bi i u toj Cinjenici, osim manjeg broja ispitanika, moglo da lezi objasnjenje u pogledu
razlike u frekvenciji izmedu dve populacije ispitanika koji su prema drugim klinicko-patoloskim
karakteristikama bile veoma sli¢ne. U Hrvatskoj, Brci¢ i saradnici, frekvenciju ALK mutacija su
odredivali kod bolesnika sa adenokarcinomom bronha u uznapredovalom, metastaskom stadijumu
bolesti. Odredena imunohistohemijski, frekvencija je iznosila 4.1%. Prisustvo ALK mutacije je
statistiCki znacajno bilo povezano sa polom (P<0.0001) i pusackim statusom (P=0.0007) (158). U
jednoj od najve¢ih Evropskih studija sprovedenih kod bolesnika u ranom stadijumu
adenokarcinoma bronha, frekvencija EML4-ALK fuzije, odredena imunohistohemijski, iznosila je
6.2%, medutim, fluoroscentno in situ hibridizacijom potvrdena je frekvencija od svega 2.2%. Za
razliku od EGFR 1 KRAS mutacija, prisustvo ALK rearanZmana nije rasno zavisno. U studiji
kineskih autora (157), frekvencija ALK rearanzmana iznosila je 6% (9 od 149), stim da je detekcija
prisustva ALK rearanzmana u ovoj studiji odredivana samo fluoroscentnom in situ hibridizacijom.
Prisustvo ALK rearanzmana je bilo znac¢ajno povezano sa mladom zivotnom dobi (P=0.01) i
manjom veli¢inom tumora (P=0.001). U jednoj velikoj retrospektivnoj studiji, sprovedenoj u
Juznoj Koreji, Lee 1 saradnici su ispitivali povezanost klini¢ko-patoloSkih karakteristika sa
prisustvom EGFR i KRAS mutacija i ALK rearanzmana kod 6595 bolesnika koji su bolovali od
karcinoma bronha (123). U ovoj studiji ukljuceni su bili svi histoloski tipovi karcinoma bronha, a
takode 1 svi stadijumi bolesti. Prisustvo ALK rearanzmana je odredivano imunohistohemijski ili
fluoroscentnom in situ hibridizacijom. ALK rearanzman je statisticki znacajno bio ¢eS¢e prisutan
kod odredenih klinicko-patoloskih karakteristika, a to su bili: mladi bolesnici (P<0.001), nepusaci
(P=0.005), bolesnici koji su imali histoloski tip adenokarcinoma (P<0.001), loSe diferentnovani
tumori (P<0.001), kribriformni tip adenokarcinoma (P<0.001), solidni tip adenokarcinoma
(P=0.002), N status (P<0.001), tumori koji infiltriSu krvne sudove (P<0.001), limfne sudove
(P=0.004) 1 nerve (P=0.019). Generalno gledano, najcesc¢e klinicko-patoloske karakteristike koje
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se povezuju sa prisustvom ALK rearanzmana su histoloski tip adenokarcinoma, mlada Zivotna dob
1 negativan pusacki status (81,121,123). Tokom 2014. godine grupa kineskih autora objavila je
meta-analizu studija koje su ispitivale odnos klinicko-patoloskih karakteristika bolesnika sa
karcinomom bronha i prisustva EML4-ALK fuzije (161). Ovom meta-analizom, nakon primene
ukljucujucih 1 iskljucujucih kriterijuma, obuhvacéeno je ukupno 17 studija u kojima je zbirno bilo
4511 bolesnika sa nesitnocelijskim karcinomom bronha. U ukupno 15 studija odredivana je
frekvencija ALK rearanzmana u odnosu na hsitoloski tip tumora. Sto se ti¢e histoloskog tipa
adenokarcinoma bronha, koji je i predmet interesovanja nase studije, ukupna frekvencija iznosila
je 6.85% (158 od 2308). U ovoj meta-analizi, prisustvo ALK rearanzmana je bilo znacajnije
povezano sa odredenim klinicko-patoloskim karakteristikama osim adenokarcinoma, a pre svega
sa negativnim puSackim statusom (P <0.00001) i zenskim polom (P=0.01). Medutim, povezanost
ALK rearanzmana i ovih klini¢ko-patoloskih karakteristika je posmatrana kod svih ispitanika koji
su obuhvacdeni ovom meta-analizom, a ne samo kod ispitanika koji su bolovali od adenokarcinoma

bronha kao §to je bio slu¢aj u nasem istrazivanju.

Kada je u pitanju uloga kinaze anaplasti¢nog limfoma kao prognostickog faktora kod bolesnika sa
karcinomom bronha u literaturi postoje oprecna misljena. Neki istrazivaci navode da prisustvo
ALK rearanzmana predstavlja pozitivan prognosticki faktor, dok drugi sugeriSu suprotno. Vrlo je
mali broj studija koje su ispitivale prognosticki znacaj ALK rearanzmana kod ranog stadijuma
adenokarcinoma bronha. U studiji Paik-a i saradnika (129), od 735 bolesnika sa ranim stadijumom
nesitnocelijskog karcinoma bronha kod njih 28 (3.8%) detektovano je prisustvo ALK rearanzmana
koje je, u skladu sa podacima iz literature, bilo statisti¢ki znac¢ajno ceS¢e kod bolesnika zenskog
pola (P < 0.001), adenokarcinoma (P < 0.001) i nepuSaca (P < 0.001). U pogledu prezivljavanja
bez povratka bolesti i ukupog prezivljavanja, nije bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu ALK
pozitivnih i ALK negativnih bolesnika. Srednje vreme ukupnog prezivljavanja ALK pozitivnih
bolesnika je bilo 97.7 meseci dok je kod ALK negativnih bolesnika ono iznosilo 78.9 meseci
(P=0.10). Srednje vreme prezivljavanja bez povratka bolesti ALK pozitivnih bolesnika bilo je 78.9
meseci dok je srednje prezivljavanje bez povratka bolesti kod ALK negativnih bolesnika bilo 71.3
meseci (P=0.66). Uzimajuéi u obzir prethodno navedene rezultate ALK rearanzman se nije
pokazao kao prognosticki faktor kod bolesnika sa ranim stadijumom nesitnocelijskog karcinoma

bronha. Prisustvo ALK rearanzmana je bilo uzajamno isklju¢ivo u odnosu na EGFR i KRAS
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mutacije. U analizi podgrupa ispitivan je prognosticki znacaj prisustva ALK rearanzmana kod
bolesnika sa ranim stadijumom adenokarcinoma kod kojih je sprovedeno hirursko lecenje. ALK
pozitivnost nije bila povezana sa duzim ukupnim prezivljavanjem. U multivarijantnoj analizi
prisustvo ALK reranZmana u tumorima bolesnika sa ranim stadijumom adenokarcinoma bronha
nije bilo povezano sa prezivljavanjem bez povratka bolesti i sa ukupnim prezivljavanjem §to je sve
i8lo u prilog tome da prisustvo ALK rearanzmana nema prognosticki znac¢aj kod bolesnika sa ranim
stadijumom adenokarcinoma bronha. Studija Fukui-a i saradnika (162), takode sprovedena na
pripadnicima azijatske rase, imala je sli¢ne rezultate kao i studija Paik-a i saradnika. Od 720
bolesnika sa adenokarcinomom bronha, ALK rearanZman detektovan je kod njih 28 (3.9%), a
izmedu grupe ALK pozitivnih i ALK negativnih bolesnika nije bilo statisticki znacajne razlike u
prezivljavanju bez povratka bolesti i ukupnom prezivljavanju. Za sada najveca studija koja je
ispitivala prisustvo ALK rearanzmana kod bolesnika kavkaske rase, predominantno evropljana, sa
adenokarcinomom bronha u ranom stadijumu bolesti (I-III), je bila studija Blackhall i sardnika
(131). Ova studija je ujedno i najveca studija u kojoj je objavljen klinicki ishod bolesnika kavkaske
rase sa ranim stadijumom adenokarcinoma bronha u ¢ijim tumorima je detektovano prisustvo ALK
rearanzmana. Od ukupno 1281 analiziranog tumorskog uzorka, 80 je bilo ALK pozitivno odredeno
imunohistohemijski (6.2%), dok je od tih 80 pozitivnih uzoraka 28 potvrdeno pozitivno
fluoresentnom in situ hibridizacijom (2.2%). Ukupno prezivljavanje i prezivljavanje bez povratka
bolesti se znacajno razlikovalo u odnosu na ALK status odreden imunohistohemijski tako Sto je
rizik od smrtnog ishoda i rizik od povratka bolesti bio znatno nizi u grupi ALK ITHC pozitivnih
bolesnika u odnosu na ALK IHC negativne bolesnike. Kada je analiza sprovedena samo na
bolesnicima koji su bili AKL pozitivni i imunohistohemijsi i fluorescentnom in situ hibridizacijom
statisticki znacajna razlika bila je samo u pogledu ukupnog prezivljavanja (P=0.22). Takode, kao
i u studiji Paik-a i saradnika, prisustvo ALK reranzmana je bilo uzajamno ikljuc¢ivo sa drugim
genskim alteracijama ispitivanim u studiji. U nasoj studiji dvoje od troje ALK pozitivnih bolesnika
bili Zivi 1 bez povratka bolesti u vreme sprovodenja statisticke analize, pa samim tim nije bilo
dovoljno podataka za procenu znacaja prisustva ALK rearanZmana u pogledu prezZivljavanja bez
povretka bolesti 1 ukupnog prezivljavanja $to je ujedno i1 jedna od glavnih limitacija naSeg

istrazivanja.
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ROSI1 rearanzman spada u grupu "novije" otkrivenih genskih alteracija kod bolesnika sa
karcinomom bronha. Ucestalost ROS1 rearanzmana kod bolesnika sa karcinomom bronha krece
se od 0.7% do 1.7%, medutim, kod usko selektovane populacije frekvencija ROS1 rearanZzmana
je veca nego u neselektovanoj populaciji (134-136). U nasoj studiji frekvencija ROS1 rearanzmana
odredivana je imunohistohemijski i iznosila je 4.3% (7 od 161), a od tih 7 pozitivnih uzoraka
fluorescentnom in situ hibridizacijom potvrden je samo jedan pozitivan nalaz 0.9% (1 od 161).
Prisustvo ROS1 rearanzmana u naSem istrazivanju nije bio statisticki zna¢ajno povezano niti sa
jednom klini¢ko-patoloSkom karakteristikom koju smo ispitivali. U studiji Yeunga 1 saradnika
(157), frekvencija ROSI rearanzmana bila je 2% (3 od 149) i za razliku od naSe studije
dijagnosticka metoda je bila samo fluorescentna in situ hibridizacija. U ovoj studiji nije ispitivana
korelacija prisustva ROS1 rearanzmana sa klini¢ko-patoloskim karakteristikama. U jednoj drugoj
studiji takode kineskih autora, Wu i saradnici su ispitivali odnos klini¢ko-patoloskih karakteristika
1 ishod bolesnika sa adenokarcinomom bronha kod kojih je detektovano prisustvo ROSI1
rearanzmana (163). Od 127 tumorskih uzoraka, podobnih za testiranje, u kojima je prethodno
dokazano odsustvo EGFR i KRAS mutacija i ALK rearanzmana, ROS1 rearanZman je detektovan
kod 5 uzoraka (3.9%). Metoda detekcije je bila fluorescentna in situ hibridizacija. Ispitivana
populacija u studiji kineskih autora je bila slicna naSoj populaciji u pogledu sastava po polu i prema
starosnom profilu ispitanika, medutim za razliku od nasih ispitanika u grupi kineskih ispitanika je
bilo znacajno vise nepusaca, a uz to polovina kineskih ispitanika je imala bolest u uznapredovalom,
metastatskom stadijumu bolesti. Prosecna starost bolesnika kod kojih je detkovano prisustvo
ROSI1 rearanZzmana bila je 53 godine (raspon: 41-62), 1 bila je manja u odnosu na prosecnu starost
bolesnika sa ROS1 negativnim tumorima koja je iznosila 62 godine (raspon: 26-82), medutim ta
razlika nije bila statisticki znacajna. U naSem istrazivanju takode, ROS1 pozitivnost nije bila
znacajno povezana sa godinama starosti ispitanika (P=0.331), iako su 4 od 7 naSih bolesnika
pripadali starijoj populaciji preko 64 godina starosti. Glavne razlike ROS1 pozitivnih bolesnika u
na$oj studiji 1 studiji kineskih autora bile su u pogledu pola, pusackog statusa ROS1 pozitivnih
bolesnika 1 stadijuma bolesti. U nasoj studiji 6 od 7 ROS1 pozitivnih bolesnika su bili muskarci,
medutim, nije bilo statisticki znacajne povezanosti izmedu prisustva ROSI rearanZzmana i pola
bolesnika (P=0.104). U studiji kineskih autora svih 5 ROS1 pozitivnih bolesnika je bilo Zenskog
pola $to je bilo statisticki znacajna razlika u odnosu na muski pol (P=0.009) 1 svih pet Zenskih

bolesnika su bili nepusaci, ali nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu grupe pusSaca i nepusaca
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(P=0.059). Za razliku od rezultata studije kineskih autora, u nasoj ispitivanoj grupi 6 od 7 bolesnika
su bili pusaci (3 aktivna pusaca i1 3 bivsa pusaca), ali nije bilo znacajne povezanosti u pogledu
pusackog statusa (P=0.515). Takode, u studiji kineskih autora svih pet ROS1 pozitivnih bolesnika
je dijagnostikovano i uznapredovalom, metastaskom stadijumu bolesti (IIIB i IV stadijum), dok
kod bolesnika sa ranim stadijumom adenokarcinoma bronha nije detektovan ROS1 rearanzman.
Nije dokazana statistiCki znacajna povezanost izmedu stadijuma bolesti 1 prisustva ROSI
rearanzmana u grupi kineskih ispitanika. Sa druge strane, u naSem istrazivanju, IIIB i IV stadijum
bolesti je bio iskljucujuéi kriterijum za uceS¢e u sistrazivanju, tako da su svih sedam ROSI1
pozitivnih bolesnika imali rani stadijum bolesti (I - IITA), ali kao 1 u studiji kineskih autora ni u
naSem istrazivanju nije bilo znacajne povazanosti stadijuma bolesti i ROS1 rearanzmana. Gledano
kroz prizmu stadijuma bolesti, u studiji koju su sproveli Wu i saradnici, frekvencija ROS1
rearanzmana kod bolesnika sa ranim stadijumom adenokarcinoma bronha je bila 0% za razliku od
naSe studije gde je frekvencija ROS1 rearanZmana bila 4.3% imunohistohemijski, a 0.9%
fluorescentnom in situ hibridizacijom. Medutim, pet ROS1 pozitivnih bolesnika u studiji kineskih
autora koji su imali uznapredovali, metastatski stadijum bolesti imali su ostale klnicko-patoloske
karakteristike za koje se u literaturi navode da su ceS¢e povezane sa prisustvom ROSI
rearanZzmana, a to su: nepusaci, zenski pol, mlada Zivotna dob, adenokarcinom (137,139). U prvoj,
1 za sada jedinoj, meta-analizi Zhu-a 1 saranika (137), koja je ispitivala povezanost klinicko-
patoloskih karaktristika i prisustva ROS1 rearanzmana kod bolesnika sa nesitnocelijskim
karcinomom bronha obuhvaéeno je bilo 18 studija sa ukupno 9898 bolesnika. Od osamnaest
studija obuhvacenih ovom meta-analilzom, devet studija se bavilo samo bolesnicima sa
adenokarcinomom bronha. Dvanaest studija je bilo sprovedeno kod bolesnika azijatske rase, dok
je preostalih 6 sprovedeno kod bolesnika kavkaske rase. Najces¢i metod detekcije ROSI
rearanzmana bila je fluorescentna in situ hibridizacija koja je bila koriS¢ena u 11 studija, a pored
nje kori$¢ena je 1 imunohistohemija u 3 studije i polimeraza lan¢ana reakcija u 5 studija. Ucestalost
ROSI1 rearanzmana bila je 1.57% (85 od 5409) kod pripadnika muskog pola i 2.42% (108 od 4468)
kod pripadnika Zenskog pola. Objedinjena analiza je pokazala da je zZenski pol zna€ajno povezan
sa prisustvom ROS1 rearanzmana (P=0.042). Daljom analizom u podgrupama u odnosu na rasnu
pripadnost kod azijatske popuplacije nije bilo znacajne razlike izmedu prisutnosti ROSI
rearanzmana 1 pola ispitanika (P=0.299), dok je kod pripadnika kavkaske rase ta razlika bila

statistiCki znacajna u korist zenskog pola (P=0.016). ROS1 rearanzman je bio znacajno ¢es¢i kod
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nepusaca pripadnika kavkaske rase (P<0.001), a kod pripadnika azijatske rase nije bilo statisticki
znacajne razlike (P=0.10), iako je primecen trend ¢es¢e ROS1 pozitivnosti kod nepusaca. Devet
studija, u kojima je odredena frekvencija ROS1 rearanzmana posebno kod adenokarcinoma i ne-
adenokarcinoma, je takode bilo obuhva¢eno ovom meta-analizom. Objedinjena frekvencija ROS1
rearanZmana kod adenokarcinoma bila je 2.98%, dok je kod ne-adenokarcionoma bila 0.22%. Pet
srudija od devet je sprovedeno kod bolesnika azijatske rase dok su cetiri studije sprovedena kod
bolesnika kavkaske rase. Objedinjena analiza u oba slucaja pokazala ucestalije prisustvo ROS1
rearanzmana kod bolesnika sa adenokarcinomom bronha bilo da su oni azijatske rase (P<0.001)
ili kavkaske rase (P=0.001). Od 18 studija ukljlucenih u meta-analizu koju su sproveli kineski
autori, 13 studija je imalo jasno izrazene stadijume bolesti. Objedinjena analiza pokazala je
frekvenciju ROS1 rearanzmana kod 1.27% bolesnika koji su imali stadijum bolesti I i II, dok je
frekvencija kod bolesnika u stadijumu IIT i IV bila 3.56%. U ovom slu¢aju pokazalo se da je veci
stadijum bolesti znacajno povezan sa ve¢om frekvencijom ROS1 rearanzmana (P<0.001), a isto to
je potvrdeno 1 u analizi u odnosu na rasnu pripadnost. U nasoj studiji takode je analizirana
prisutnost ROS1 rearanzmana u odnosu na stadijum bolesti, ali samo rani stadijum, dakle od IA-
IITA stadijuma. Nije primec¢ena znacajna povezanost prisustva ROS1 rearanzmana i stadijuma
bolesti iako su ¢ak 4 bolesnika kod kojih je detektovan ROS1 rearanzman bili u stadijumu 1.
Razlika u pogledu frekvencije ROS1 rearanZmana dobijene u nasem istraZivanju i frekvencije
dobijene u meta-analizi kineskih autora trebala bi se, sa jedne strane, tumaciti sa oprezom s
obzirom na mali broj ispitanika koji je bio obuhvaéen nasom studijom, a i samim izborom
metodologije za detekciju prisustva ROS1 rearanZmana. Sa druge strane, iako postoje rezultati o
ucestalosti ROS1 rearanzmana kod pripadnika kavkaske rase, vecina tih studija sprovedena je u
Sjedinjenim Americkim Drzavama, a kada je Evropa u pitanju, istrazivanja su uglavnom
sprovedena u zapadnim evropskim zemljama. Nasa studija je za sada prva iz regiona jugo-istocne
Evrope u kojoj je odredena frekvencija ROSI1 rearanzmana kod bolesnika sa ranim stadijumom
adenokarcinoma bronha. Jedna od potencijalnih slabosti nase studije, osim malog broja ROS1
pozitivnih bolesnika, je i1 dosta veliko neslaganje izmedu dve dijagnosticke metode, IHC 1 FISH,
za detekciju prisustva ROS|1 rearanzmana. Trenutno, fluorescentna in situ hibridizacija predstavlja
metodu izbora za detekciju ROS1 rearazmana, a pored nje svakako je i sekvencioniranje sledece
generacije. Ove dve metode svakako imaju i svoje ogranicenje, a to su na prvom mestu cena i

tehni¢ka zahtevnost prilikom izvodenja. Polimeraza lancana reakcija i imunohistohemija su u
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upotrebi sa svojim prednostima i manama. Polimeraza lancana reakcija je lako izvodljiva, visoko
senzitivna i relativno jeftina metoda za dijagnostiku ROS1 rearanzmana. Nedostaci ove metode su
na prvom mestu u pogledu ekstrakcije RNK iz parafinskih blokova kao i potreba vece koli€ine
tkiva. Imunohistohemija je u poredenju sa prethodno pomenutim metodama jednostavna, jeftina i
lako sprovodljiva u gotovo svim laboratorijama za patologiju. Vise studija je potvrdilo visoku
specificnost i senzitivnost imunohistohemije u poredenju sa fluorescentnom in situ hibridizacijom.
U studiji Sholl-a i saradnika senzitivnost imunohistohemije iznosila je 100% dok je specificnost
bila 92% (164), dok je u studiji Shan-a i saradnika senzitivnost takode bila 100%, a specifi¢nost
93.6% iako su u ovoj studiji tri ROS1 pozitivna uzorka bila FISH negativna, ali ROS1 pozitivnost
ta tri uzorka je naknadno potvrdena polimeraza lanCanom reakcijom (165). Dakle, sa svojom
visokom senzitivnoscu i specifi¢no$éu imunohistohemija ima znac¢ajnu ulogu u detekciji prisustva

ROSI rearanzmana u ¢elijama tumora bolesnika koji boluju od karcinoma bronha.

Uloga prisustva ROS1 reranzmana, kao prognostickog faktora, kod bolesnika sa karcinomom
bronha, do danas nije sasvim poznata. U literaturi, vecina studija ili nije pokazala uticaj ROSI
rearanZmana na prezivljavanje ili je taj uticaj bio negativan, mada postoje 1 studije sa suprotnim
rezultatima. Jedna od takvih je studija Schefflera i saradnika (142), studija sprovedena na
ispitanicima kavkaske populacije, u kojoj je prisustvo ROSI1 rearanZmana, iako na relativno
malom broju ROS1 pozitivnih bolesnika, bilo povezano sa zna¢ajno boljim prezZivljavanjem.U
studiji Cai-a i saradnika (141), od ukljucenih 392 bolesnika iz Kine, ROS1 rearanzman je
detektovan kod njih 8 (2.0%). Iako je u ovoj studiji bio obuhvacen kompletan nesitnoceliljski
karcinoma bronha, od osam ROSI pozitivnih bolesnika, 7 je imalo histoloski tip adenokarcinoma
dok je jedan bolesnik imao adenoskvamozni karcinom. Ve¢ina ROS1 pozitivnih bolesnika je imalo
rani stadijum bolesti (6 od 8). Ukupno prezivljavanje ROS1 negativnih bolesnika je bilo statisticki
znacajno duze nego prezivljavanje ROS1 pozitivnih bolesnika (P=0.041). Takode, u univarijantnoj
analizi odsustvo ROSI rearanzmana je bilo povezano sa duzim prezivljavanjem (P=0.047).
Multivarijantnom analizom dokazano je da je ROS1 negativan status nezavistan prognosticki
faktor za ukupno prezivljavanje. Rezultate studije Cai-a 1 saradnika treba komentarisati sa dozom
opreza jer je u studiji detektovan vrlo mali broj ROS1 pozitivnih bolesnika, a pored toga grupa
ispitanika je bila veoma heterogena, s obzirom da su bili obuhvaceni bolesnici u svim stadijumima

bolesti (od Iado IV), 1 ak 30% bolesnika u ovoj studiji je imalo dijagnozu skvamoznog karcinoma.
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U studiji Wu-a 1 saradnika (166), prognosticki zna¢aj ROS1 rearanzmana je ispitivan kod
bolesnika azijatske rase sa adenokarcinomom bronha ¢iji su tumori bili negativni na prisustvo
genskih alteracija u domenu EGFR, KRAS i ALK gena. U ovoj studiji nije bilo znacajne razlike u
prezivljavanju ROS1 pozitivnih i ROS1 negativnih bolesnika iako je ova analiza sprovedena samo
na bolesnicima u uznapredovalom, metastatskom stadijumu bolesti, s obzirom da su svi ROSI
pozitivni bolesnici imali taj stadijum bolesti (IIIB 1 IV). Razlike u prezivljavanju bez povratka
bolesti 1 ukupnog prezivljavanja nije bilo ni u grupi ispitanika sa ranim stadijumom karcinoma
broha koji su hirurski leceni u studiji Chen-a i saradnika (167). U nasem istrazivanju, u
univarijantnoj analizi, ROS1 rearanzman nije bio znaCajno povezan sa prezivljavanjem bez
povratka bolesti 1 sa ukupnim prezivljavanjem. Multivarijantna analiza nije detektovala ROSI
rearanzman kao prognosticki faktor za prezivljavanje bez povratka bolesti i za ukupno
prezivljavanje kod bolesnike sa ranim stadijumom adenokarcinoma bronha. Medutim, broj ROS1
bolesnika je bio mali i u naSem istrazivanju, a takode je postojala znacajna diskrepanca u pogledu
imunohistohemijske analize i1 analize fluoroscentnom in situ hibridizacijom, iako je je populacija
ispitanika u nasem istrazivanju bila daleko homogenija u odnosu na populaciju ispitanika studije
kineskih autora. Prethodno pomenuta niska frekvencija ROS1 pozitivnih bolesnika, kako u nasem
istrazivanju, tako 1 u istrazivanju Cai-a 1 saradnika, moZe imati pootencijalni efekat na statisticku
analizu obe studije. Stoga, u cilju utvrdivanja povezanosti ROS1 rearanzmana i prognoze

bolesnika sa karcinomom bronha, potrebna su dalja ispitivanja na znatno ve¢em uzorku.

PI3K ima klju¢nu ulogu u ¢elijskom metabolizmu 1 proliferaciji. I dok za klasicne pokretacke
mutacije vazi da su uzajamno iskljucive, za mutacije gena PIK3CA vaZi da su ceS¢e prisutne
zajedno sa nekom od pokretackih mutacija poput mutacija u domenu EGFR gena, ALK
rearanzmana, a najceS¢e sa KRAS mutacijama. Takode, sve prethdno pomenute mutacije povezane
su sa odredenim klinicko-patoloskim karakteristikama, dok za PIK3CA mutacije ne postoje podaci
o takvoj povezanosti (168). Nasa studija je prva u regionu u kojoj je odredivana frekvencija
mutacija u domenu gena PIK3CA kod bolesnika sa ranim stadijumom adenokarcinoma bronha.
Od 161 tumorskog uzorka bolesnika sa ranim stadijumom adenokarcinoma bronha, mutacija gena
PIK3CA je detektovana u 7 uzoraka (4.3%). Nesto niza frekvencija dobijena je u studiji nemackih

autora, Scheffler-a i saradnika, gde je na mnogo vecem broju ispitanika nego u naSoj studiji
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PIK3CA mutacija detektovana u 42 od 1144 (3.7%) tumorska uzorka bolesnika sa
nestitnocelijskim karcinomom bronha (169). Samo kod adenokarcinoma bronha frekvencija je
iznosila 2.9% (25 od 859) iako u studiji nemackih autora nije bilo podataka o stadijumu bolesti
bolesnika sa adenokarcinomom kod kojih je detektovano prisustvo PIK3CA mutacije. Frekvencija
PIK3CA mutacije kod bolesnika sa skvamoznim karcinomom bronha je bila znatno visa i iznosila
je 8.9% (16 od 179) i ta razlika je bila statisticki znacajna (P<0.001). Sli¢na frekvencija PIK3CA
mutacije dobijena je i u studiji Chatziandreou i saradnika (170). Ova studija je obuhvatila 956
bolesnika iz Grcke sa dijagnozom nesitnocelijskog karcinoma bronha, od ¢ega je njih 184 imalo
odgovarajuc¢i uzorak tumora za analizu PIK3CA mutacije. Frekvencija PIK3CA mutacija bila je
3.8% (7 od 184) kod celokupnog nesitnocelijskog karcinoma bronha dok kod bolesnika sa
adenokarcinomom frekvencija bila 3.5% (5 od 138), iako i u studiji Chatziandreou i saradnika nije
bilo podataka vezano za stadijum bolesti za sve ispitanike kod kojih je odredivano prisustvo
PIK3CA mutacije. Sli¢na frekvencija PIK3CA mutacija kod pripadnika kavkaske rase zapazena
jeikod pripadnika azijatske rase. U studiji koju su sproveli Kawano i sardnici dobijena frekvencija
PIK3CA mutacija kod japanskih bolesnika sa karcinomom bronha iznosila je 3.4% (171). T u
studiji japanskih autora primeceno je da je frekvencija PIK3CA mutacije niza kod adenokarcinoma
(1.5%, 2 od 135) u odnosu na skvamozni karcinom bronha (6.5%, 5 od 77) $to je bila statisticki
znacajna razlika (P=0.0495). U na$oj studiji od 7 detektovanih mutacija u domenu PIK3CA gena,
5 je detektovano u eksonu 9 dok su preostale dve detektovane u eksonu 20, a slican rezultat je
zapazen i u studiji Scheffler-a i saradnika, 33 od 42 mutacije iz domena gena PIK3CA su bile u
eksonu 9 (167). U studiji japanskih autora sve detektovane mutacije su bile u eksonu 9 (171). Sa
druge strane, u studiji Chatziandreou i saradnika ve¢ina mutacija je bilo u eksonu 20 (6 od 7
mutacija) (170). Medutim, jedino u nasoj studiji je ispitivano prisustvo PIK3CA mutacija kod
adenokarcinoma bronha, dok su ostale studije obuhvatale sve histoloske podtipove
nesitnocelijskog karcinoma bronha, a takode, drugacija je bila i metoda detekcije ovih mutacija. U
nasoj studiji 1 studiji Chatziandreou i saradnika za detekciju mutacija u domenu PIK3CA gena
koris¢eno je pirosekvencioniranje, a u studiji nemackih 1 japanskih autora metoda detekcije je bila
direktno sekvencioniranje. U nasem istrazivanju prisustvo PIK3CA mutacije nije bilo znacajno
povezano niti sa jednim od ispitivanih klinicko-patoloSkih karakteristika poput, pola, starosti,
pusenja, stadijuma bolesti, ECOG statusa, vrste hirurgije i primene aduvantne hemioterapije, a

znacajna povezanost PIK3CA mutacija sa klinicko-patoloskim karakteristikama nije zabeleZena
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ni u studiji Chatziandreou i saradnika (169). U studiji nemackih autora nije ispitivana povezanost
prisustva PIK3CA mutacije sa klinicko-patoloskim karakteristikama osim sa histoloSkim tipom
tumora i sa puSenjem ali u u kontekstu prisustva drugih detektovanih mutacija (FGFR, BRAF,
ALK, EGFR, KRAS). U analizi podgrupa, PIK3CA pozitivni bolesnici su statisti¢ki znacajno bili
viSe izlozeni puSenju nego EGFR 1 ALK pozitivni bolesnici (P<0.001), dok su statisticki manje
bili izloZeni puSenju u odnosu na FGFR 1 KRAS pozitivne bolesnike (P=0.003). U poredenju
PIK3CA pozitivnih bolesnika i bolesnika kod kojih nije detektovano prisustvo neke od pomenutih
mtacija nije bilo statisticki znacajne razlike u pogledu pusackog statusa.U nasoj studiji kao Sto je
pomenuto ranije nije bilo znacajne povezanosti pusenja i prisustva PIK3CA mutacije, medutim
svih sedam bolesnika u ¢ijim tumorima je dokazano prisustvo PIK3CA mutacije su billi pusaci (5
aktivnih i 2 bivsa). Zanimljivo, znacajan rezultat dobijen u nasoj studije bio je taj da je prisustvo
PIK3CA mutacije bilo uzajamno isklju¢ivo sa prisustvom drugih genskih alteracija koje smo
odredivali poput EGFR, KRAS, ALK i ROS1 mutacija, Sto prema podacima iz literature nije
njihova karakteristika. Medutim, glavni nedostatak nase studije bio je mali broj bolesnika sa
PIK3CA pozitivnim tumorima. U studiji Chatziandreou i saradnika (170), PIK3CA mutacija je
bila prisutna zajedno sa mutacijama detektovanim u drugim ispitivanim genima poput EGFR,
KRAS i BRAF, a sli¢na je situacija bila i u studiji Scheffler-a i saradnika gde je od 42 PIK3CA
pozitivna tumora kod njih 24, pored PIK3CA mutacije, detektovana dodatna genska alteracija
(169). Takode, i u studiji koju su sproveli Kawano i saradnici zabeleZenao je istovremeno prisustvo
PIK3CA mutacije i drugih genskih alteracija, a na prvom mestu mutacija u domenu EGFR gena

(171).

S obzirom na relativho malu zastupljenost PIK3CA mutacija, njihov prognosti¢ki znacaj kod
bolesnika sa karcinomom bronha nije do danas dovoljno istrazen. U malom broju do sada
objavljenih studija koje su ispitivale prognosticki znacaj PIK3CA mutacija kod bolesnika sa
nesitnocelijskim karcinomom bronha prisustvo PIK3CA mutacije je predstavljalao negativna
prognostic¢ki znak (172). U nedavno sprovedenoj studiji, McGowan i saradnici su pokazali da
prisustvo PIK3CA mutacije predstavlja pozitivan prognosticki faktor kod bolesnika sa ranim
stadijumom skvamoznog karcinoma bronha (173), Song 1 saradnici ispitivali su prognosticki
znacaj prisustva PIK3CA mutacija kod bolesnika sa kompletno reseciranim adenokarcinomom

bronha (174). Od ukupno 810 ukljucenih bolesnika, njih 23 (2.8%) su u svojim tumorima imali
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prisustvo mutacije u domenu PIK3CA gena. Kao i u nasem istrazivanju, prisustvo PIK3CA
mutacije nije bilo povezano sa ispitivanim klini¢ko-patoloSkim karakteristikama. Za razliku od
rezultata naseg istrazivanja, u kojem PIK3CA mutacija nije bila prisutna istovremeno sa nekom
od drugih genskih alteracija, u studiji kineskih autora prisustvo PIK3CA mutacije je bilo
udruzenno sa istovremenim prisustvom drugih genskih alteracija, a na prvom mestu mutacijama u
domenu gena za EGFR, KRAS 1 ALK. Ovakav rezultat sa EGFR mutacijama na prvom mestu je
donekle 1 oCekivan s obzirom na veliku zastupljenos ovih mutacija kod pripadnika azijatske rase
koji su €inili ispitivanu populaciju u studiji Songa i saradnika. Znacaj prisustva PIK3CA mutacije
na prezivljavanje bez povratka bolesti analizirano je poredeci tri grupe ispitanika. Jednu grupu su
saCinjavali bolesnici koji u svojim tumorima nisu imali prisustvo PIK3CA mutacije, druga grupa
je bila sacinjena od bolesnika koji su u svojim tumorima osim PIK3CA mutacije imali istovremeno
prisustvo i neke druge genske alteracije, dok je tre¢a grupa bila sacinjena od bolesnika u ¢ijim
tumorima je detektovano prisustvo samo PIK3CA mutacije. Bolesnici sa PIK3CA pozitivnhim
tumorima bez prisustva neke druge genske alteracije imali su znacajno losije prezivljavanje bez
povratka bolesti i ukupno prezivljavanje. U multivarijantnoj analizi visi stadijum bolesti, $to je i
oc¢ekivano, je bio u korelaciji sa kra¢im ukupnim prezivljavanjem, a takode i prisustvo PIK3CA
mutacije se pokazalo kao nezavistan negativan prognosticki znak za preZivljavanje. U naSem
istrazivanju prisustvo PIK3CA nije bilo u korelaciji ni sa prezivljavanjem bez povratka bolesti ni
sa ukupnim prezivljavanjem. Ono $to je zajednicko za nasu studiju i studiju Songa i saradnika je
relativno mali broj PIK3CA pozitivnih bolesnika. Uz to, u naSem istrazivanju od sedam PIK3CA
pozitivnih bolesnika samo tri su imala povratak bolesti nakon hirurSkog lecenja, dok je u studiji
Songa od 23 PIK3CA pozitivna bolesnika njih 15 imalo povratak bolesti §to je sigurno zna¢ajno
umanjilo efekat analize prisustva PIK3CA mutacija kao prognostickog faktora kod bolesnika sa

ranim stadijumom adenokarcinoma bronha.

U poslednjih nekoliko godina svedoci smo velikog napretka na polju imuno-onkologije ne samo
karcinoma bronha ve¢ 1 tumora ostalih lokalizacija. I premda su inhibitori kontrolnih punktova,
kao nova terapijska opcija, ve¢ usli u upotrebu kod uznapredovalog, metastatskog karcinoma
bronha, uloga samih kontrolnih punktova u ranom stadijumu karcinoma bronha i dalje nije

poznata. Protein programirane celijske smrti, PD-1, i njegov ligand PD-L1 se smatraju
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biomarkerima u imuno-onkologiji. Po prvi put u nasoj zemlji u ovoj studiji je odredena frekvencija
1 intenzitet ekspresije PD-1 na tumor infiltriSu¢im limfocitima i frekvencija i intenzitet ekspresije
PD-L1 na tumorskim ¢elijama. Vrlo je mali broj studija koje su ispitivale PD-1 ekspresiju na tumor
infiltriSu¢im T limfocitima. U studiji Italijanskih autora (146), D’Inecco i saradnici su ispitivali
PD-1 1 PD-L1 ekspresiju u selektovanoj populaciji bolesnika sa nesitnoc¢elijskim karcinomom
bronha od kojih je ve¢ina imala dokazano prisustvo neke od genskih alteracija poput KRAS, EGFR
1 ALK. Kod svega 30 od 125 bolesnika nije detektovano prisustvo jedne od pomenutih genskih
alteracija. U naSoj studiji PD-1 ekspresija iz tehnic¢kih razloga nije mogla biti uradena kod 2
slucaja, dok je u preostalih 159 tumorskih uzoraka pozitivna PD-1 ekspresija je detektovana u 71
tumorskom uzorku (45.0%). Prisustvo PD-1 ekspresije nije bilo znacajno povezano sa klini¢ko-
patoloskim karakteristikama koje smo ispitivali u nasij studiji. U studiji italijanskih autora od
ukupno 122 tumorska uzorka, njih 43 je detektovano kao PD-1 pozitivno (35.2%), a za razliku od
naSih rezultata, prisustvo PD-1 ekspresije je bilo statisticki znacajno povezano sa puSackim
statusom (P=0.02) i prisustvom KRAS mutacije (P=0.006). U naSem istrazivanju, PD-L1 pozitivna
ekspresija detektovana je kod 59 od 161 tumorskog uzorka (36.6%). Od 59 PD-L1 pozitivnih
uzoraka njih 31 (19.3%) je imalo procenat ekspresije od 1-49%, dok je njih 28 (17.4%) imalo PD-
L1 ekspresiju ve¢u od 50%. U studiji D’Inecco i1 saradnika procenat PD-L1 pozitivnosti je bio veci
nego u nasoj studiji. Od 123 tumorska uzorka, kod 68 je detektovana PD-L1 pozitivna ekspresija
(55.3%). PD-L1 pozitivni status je znac¢ajno bio povezan sa histoloskim tipom adenokarcinoma
(P=0.005), a u multivarijantnoj analizi prisustvo PD-L1 pozitivne ekspresije je bilo znacajno
povezano sa prisustvom mutacija u domenu EGFR gena (P=0.002). U naSem istrazivanju, PD-L1
pozitivna ekspresija je bila u statisticki znac¢ajnoj povezanosti sa tipom hirurgije (P = 0.01) i sa
prisustvom KRAS mutacije (P = 0.02), dok sa ostalim ispitivanim klini¢ko-patoloskim
karakteristikama nije bilo statisticki znaCajne povezanosti. Ispitivana populacija u studiji
italijanskih autora je u vecini bila u uznapredovalom, metastatskom stadijumu nesitnocelijskog
karcinoma bronha, 66% je bila zastupljenost adenokarcinoma, dok su unasoj studiji ucestvovali
samo bolesnici sa ranim stadijumom adenokarcinoma bronha i to je glavna razlika izmedu ove dve
studije. Pored toga, znaCajna razlika je svakako bila i u tipu antitela koje je koriS¢eno za
imunohistohemijsku analizu u cilju detekcije PD-1 i PD-L1 pozitivnosi i grani¢nim vrednostima

za PD-1 1 PD-L1 pozitivnost.
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U studiji Schmidt-a 1 saradnika iz 2015 godine evaluirano je 321 slucaj bolesnika sa
nesitnocelisjkim karcinoma bronha u cilju utvrdivanja ekspresije PD-1 1 PD-L1 (175). Ekspresija
PD-1 na tumor infiltriSu¢im limfocitima je detektovana u 22% uzoraka, dok je PD-L1 ekspresija
na tumorskim ¢elijama zapazena u 24% slucajeva. U ovoj studiji nemackih autora koris¢ena
metodologija imunohistohemijske detekcije PD-L1 ekspresije je bila kao i unaSoj studiji dok se
metodologija imunohistohemijske detekcije PD-1 ekspresije razlikovala u odnosu na nase
istrazivanje. Razlika u zastupljenosti PD-1 i PD-L1 ekspresije u odnosu na nasu studiju, u kojoj je
zastupljenost bila veéa u oba slucaja, mogla bi biti posledica strukture ispitivane populacije gde je
u nasoj studiji ispitivana pupulacija kompletno bila sac¢injena od bolesnika sa hirurski odstranjenim
adenokarcinomom bronha u ranom stadijumu bolesti, dok su u nemackoj studiji bolesnici sa

adenokarcinomom bronha bili zastupljeni u svega 39%.

Trenutno postoje velika neslaganja u pogledu uloge PD-1 i PD-L1 kao biomarkera koja se
uocavaju i u nasoj satudiji, dve prethodno citirane studije, kao i u gotovo svim studijama koje se
bave ovom problematikom. Neslaganja su na prvom mestu u pogledu ispitivane populacije u
smislu rasne pripadnosti ispitanika, stadijuma bolesti ispitanika, histoloskog podtipa bolesti,
prisustva ili odsustva pokretackih i drugih mutacija, primena prethodne antitumorske terapije ili
odsustvo iste. Na drugom mestu su razli¢ite tehnike bojenja tumorskih preparata, odnosno
koriS¢enje razlicitih antitela za detekciju prisustva ekspresije PD-1 i PD-L1, kori$¢enje razlicitih
grani¢nih vrednosti za definisanje PD-1 i PD-L1 pozitivnosti, koris¢enje arhivskog naspram

svezeg tumorskog tkiva (175-177).

U naSoj studiji univarijantna analiza pokazala je statisti¢cki znacajnu korelaciju izmedu PD-1
ekspresije i prezivljavanja bez povratka bolesti (P=0.008). Sta viSe, univarijantna analiza je
pokazala znacajnu korelaciju izmedu PD-1 ekspresije i ukupnog prezivljavanja (P=0.006). U
multivarijantnoj analizi, PD-1 ekspresija se pokazala kao nezavisni prognosticki faktor kako za
prezivljavanje bez povratka bolesti (P=0.03) tako i za ukupno prezivljavanje (P=0.01). Sa druge
strane, u nasoj studiji nije dokazana znacajna korelacija izmedu prisustva PD-L1 ekspresije 1
prezivljavanja bez povratka bolesti 1 ukupnog prizivljavanja dok se PD-L1 ekspresija nije pokazala
kao prognosticki faktor iako je dokazana statisticki znaCajna povezanost sa tipom hirurgije (P =
0.01) 1 sa prisustvom KRAS mutacije (P = 0.02). U studiji D’Inecco i saradnika (146), PD-1

ekpresija nije bila u znacajnoj korelaciji sa vremenom do progresije bolesti i ukupnim
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prezivljavanjem, a verovatni razlog razlike nasih rezultata i rezultata italijanske studije je taj Sto
su u nasoj studiji uCestvovali iskljucivo bolesnici sa ranim stadijumom adenokarcinoma bronha
dok su italijasnki bolesnici ve¢inom bili u uznapredovalom, metastaskom stadijumu bolesti.
Takode, vecina italijanskih bolesnika je imalo neku od pokretackih mutacija, a najveci broj njih je
tretiran ciljanom terapijom u zavisnosti od detektovane mutacije. Sto se ti¢e PD-L1 ekspresije, ona
je u studiji italijanskih autora bila u znacajnoj korelaciji sa histoloSkim tipom adenokarcinoma i
prisustvom EGFR mutacije ¢ime je PD-L1 pozitivnost identifikovana kao mogu¢ prediktivni
faktor za odgovor na terapiju sa tirozin kinaza inhibitorima, prezivljavanje bez progresije bolesti i
ukupno prezivljavanje. Za razliku od studije italijasnkih autora naSa studija nije bila koncipirana
na utvrdivanje prediktivnog znacaja PD-1 1 PD-L1 ekspresije ve¢ je cilj bio utvrdivanje njihovog
prognostickog znacaja. U studiji nemackih autora (174), PD-1 ekspresija je bila povezana sa
prisustvom negativnog EGFR statusa, dok je PD-L1 ekspresija bila povezana sa duzim ukupnim
prezivljavanjem kod bolensika sa skvamoznim karcinomom bronha, sa primenom adjuvantne
terapije, velicinom tumora i prisustvom metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima. PD-1 i PD-
L1 nisu pokazali prognosticki znacaj. Studija Zhou-a i saradnika (177), objavljena 2017. godine,
ispitivala je povezanost PD-L1 ekspresije, kliniCko-patoloskih karakteristika i ukupnog
prezivljavanja kod bolesnika sa nesitnocelijskim karcinomom bronha. U ovu studiju ukljuceno je
139 bolensika sa nesitnocelisjkim karcinomom bronha u stadijumu II i IIIA, kod kojih je
sprovedeno hirursko lecenje i1 koji pre hirurSkog leCenja nisu primali nikakvu anti-tumorsku
terapiju sli¢no bolesnicima u nasem istrazivanju. Od ukupno 131 tumorskog uzorka koji je bio
odovaraju¢i za imunohistohemijsko ispitivanje njih 81 (61.8%) je bilo PD-L1 pozitivno §to je
skoro dva puta viSe nego u naSem istraZivanju. U naSoj studiji u odnosu na studiju kineskih autora
koriSé¢eno drugacije antitelo za imunohistohemijsku detekciju PD-L1 ekspresije, a drugacije su bile
1 grani¢ne vrednosti za ocenu PD-L1 pozitivnosti. Kao i u naSoj studiji tako i u studiji kineskih
autora nije bilo znacajne povezanosti sa klinicko-patoloskim karakteristikama kao Sto su godine
starosti, pol, pusacki status, histoloski podtip, stadijum bolesti. Medutim, u studiji kineskih autora
PD-L1 ekspresija je bila povezana sa EGFR mutacionim statusom, a pored toga, bolesnici ¢iji su
tumori bili PD-L1 pozitivni 1 imali su znacajno duze prezivljavanje u odnosu na bolesnike sa PD-
L1 negativnim tumorima §to nije bio slucaj u nasem istrazivanju. Tokom 2015. godine grupa
kineskih autora objavila je meta-analizu koja je obuhvatila pet studija koje su analizirale

povezanost PD-L1 ekspresije 1 prezivljavanja kod bolesnika sa nesitnocelijskim karcinomom
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bronha (153). Od pet studija obuhvacenih meta-analizom, 4 su ukljucivale bolesnike sa svim
podtipovima nesitnocelijskog karcinoma bronha, dok je samo jedna studija sprovedena kod
bolesnika sa adenokarcinomom bronha. Takojde, 4 studije su sprovedene kod bolesnika azijatske
rase, a jedna kod bolesnika kavkaske rase. Frekvencija PD-L1 ekspresije u pojedniacnim studijama
kretala se od 24.8% do 57.5%. Objedinjeni rezultat svih pet studija je ukazivao na to da je prisustvo
PD-L1 ekspresije u uzorcima tumora negativan prognosticki faktor za ukupno prezivljavanje
bolesnika sa nesitnoc¢elijskim karcinomom bronha, a isti rezultat je zapazen i u analizi podgrupa u
odnosu na rasnu pripadnost. Heterogenost populacije bolesnika sa nesitnocelijskim karcinomom
bronha je u vecini studija izvor razlike u dobijenim rezultatima. I dok u vecini studija prisustvo
PD-L1 ekspresije predstavlja negativan prognosticki faktor, ima studija, poput ranije pomenute
studije Zhou-a i saradnika, u kojima se PD-L1 ekspresija izdvaja kao jasno pozitivan prognosticki
faktor. Takode, prognosticki znacaj PD-1 i PD-L1 ekspresije kod razlicitih histoloskih podtipova
nesitnocelijskog karcinoma bronha je i dalje nejasna, a situacija postaje joS komplikovanija
spoznajom o postojanju novih podtipova kako skvamoznog karcinoma bronha tako i
adenokarcinoma bronha. Pored prethodno navedenog, joS uvek postoji znacajna konfuzija u
pogledu dijagnostickog algoritma, a ona se najvise ogleda u odabiru antitela za detekciju PD-1 i

PD-L1 ekspresije kao i grani¢nih vrednosti za ocenu PD-1 i PD-L1 pozitivnosti.

Nasa studija je, kao 1 mnoge studije pre nase, potvrdila nezavistan prognosticki znacaj stadijuma
bolesti za prezivljavanje bez povratka bolesti i primene adjuvantne hemioterapije na ukupno
prezivljavanje. PD-1 kao prognosticki faktor, a i kao prediktivni, do sada nije ispitivan u velikom
broju klinickih studija. Svega nekoliko studija je ispitivalo ulogu PD-1, a jo§ manji broj njih je to
uradilo na populaciji bolesnika sa ranim stadijumom adenokarcinoma bronha. Nasa studija je
pokazala potencijlno vaznu ulogu ekspresije PD-1 na tumor infiltriSu¢im limfocitima bolesnika sa
ranim stadijumom adenokarcinoma bronha kako za prezivljavanje bez povratka bolesti tako i na
ukupno prezivljavanje. Sa druge strane, naSa sudija je pokazala da ekspresija PD-L1 nema

prognosticki znacaj kod bolesnika sa ranim stadijumom adenokarcinoma bronha.
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6. ZAKLJUCCI

1. Analizom prikupljenih podataka utvrdeno je da su, u nasoj grupi ispitanika, najcesce
genske alteracije mutacije u domenu KRAS gena sa ucestalos¢u 42.9%. Na drugom mestu su

mutacije u domenu EGFR gena sa ucestalosc¢u 6.2%.

2. Prisustvo KRAS mutacije je statisticki znacajno povezano sa godinama starosti ispitanika

(P=0.004), polom (P=0.006) i pusackim statusom (P=0.004).

3. Prisustvo EGFR mutacije je statisticki znacajno povezano sa godinama starosti ispitanika

(P=0.013) i pusackim statusom (P=0.000)

4. Prisustvo ALK rearanzmana, ROS1 rearanzmana i PIK3CA mutacija nije znacajno

povezano sa ispitivanim klinicko-patoloskim karakteristikama.

5. Prisustvo PD-L1 ekspresije je statisticki znacajno povezano sa vrstom hirur§kog lecenja
(P=0.01) 1 sa prisustvom KRAS mutacija (P=0.026), dok prisustvo PD-1 ekspresije nije znacajno

povezano sa ispitivanim klini¢ko-patoloskim karakteristikama.

6. Prisustvo EGFR i KRAS mutacije nije zna¢ajno povezano sa prezivljavanjem bez povratka

bolesti i ukupnim prezivljavanjem

7. Prisustvo PD-1 ekspresije je nezavistan prognosticki faktor za prezivljavanje bez povratka
bolesti 1 ukupno prezivljavanje, dok prisustvo PD-L1 ekspresije nije znacajno povezano sa

prezivljavanjem bez povratka bolesti i ukupnim prezivljavanjem.
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8. LISTA SKRACENICA

AJCC - American Joint Committee on Cancer (Americki udruzeni komitet za kancer)

AKT]1 - v-akt murine thymoma viral oncogene homologl

ALK - Anaplastic Lymphoma Kinase(Kinaza anaplasti¢nog limfoma)

APC - adenomatous polyposis coli

AURKA - Aurora Kinase A

BRAF - v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B

CCD - Charged Couple Device

CI - Confidence interval (Interval poverenja)

CIN - Chromosomal instability (Hromozomska nestabilnost)

CLICaP - The Latin-American Consortium for the Investigation of Lung Cancer
dATP - Deoxyadenosine triphosphate

dCTP - Deoxycytidine triphosphate

DFS - Disease free survival (Prezivljavanje bez povratka bolesti)

dGTP - Deoxyguanosine triphosphate

DNK - Dezoksiribonukleinska kiselina

dNTPs - Deoxynucleotide triphosphates

dTTP - Deoxytimidine triphosphate

ECOG - Eastern Cooperative Oncology Group

EGFR - Epidermal Growth Factor Receptor (Receptor epidermalnog faktora rasta)
EMLA - Echinoderm Microtubule Associated protein Like 4

ERBB?2 - v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogen homolog 2
FFPE - formalin-fixed, paraffin embedded

FGEFR - fibroblast growth factor receptor (Receptor faktora rasta fibroblasta)
FISH - fluorescent in situ hybridization (Fluorescentna in-situ hibridizacija)
FLT3 - fms-related tyrosine kinase 3

HGF - Hepatocyte growth factor (Faktor rasta hepatocita)
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HR - Hazard ratio

IASLC - International Association for the Study of Lung Cancer (Internacionalna Asocijacija za
Istrazivanje Karcinoma pluca)

IDH1 - isocitrate dehydrogenase 1

[HC - Immunohistochemistry (Imunohistohemija)

IPASS - Iressa Pan-Asia Study

JAK2 - Janus kinase 2

KIF5B - kinesin family member 5B

KIT - v-kit Hardy Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogenehomolog
KLC1 - kinesin light chain 1

MET - met pro-oncogene

MPS - Massive parallel sequencing

MSI - Microsatellites instability

MSKCC - Memorial Sloan-Kettering Cancer Center

NGS - Next Generation Sequencing (Sekvencioniranje slede¢e generacije)
NRAS - neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog

OS - Overall survival (Ukupno prezivljavanje)

PCR - Polymerase chain reaction (Polimeraza lan¢ana reakcija)

PD-1 - Programmed cell death protein 1

PD-L1 - Programmed death-ligand 1

PD-L2 - Programmed death-ligand 2

PFS - Progression free survival (PreZivljavanje bez progresije bolesti)
PI3K - Phosphoinositide 3-kinase

PIK3CA - Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha
PTEN - phosphatase and tensin homolog (Homolog fosfataze i tenzina)
RET - Ret proto-oncogene

RNK - Ribonukleinska kiselina

ROSI - c-ros oncogene 1
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SMS - single-molecule sequencing

SNV - Single nucleotide variants

SSRs - Simple Sequence repeats

TCGA - The Cancer Genome Atlas

TFG - TRK-fused gene

TKI - Tyrosine-kinase inhibitor (Inhibitor Tirozin KInaze)

TP53 - tumor protein 53

TTF1 - Thyroid Transcription Factor — 1

UICC - International Union Against Cancer (Medunarodna unija za borbu protiv raka)
VAFs - variant allele frequencies

VEGF - Vascular Endothelial Growth Factor (Faktor rasta vaskularnog endotela)
WES - Whole exome sequencing (Sekvencioniranje celog egzoma)

WGS - Whole Genome Sequencing (Sekvencioniranje celog genoma)
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