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1. UVOD

1.1. Pluca

Plu¢a su najveéi organ ljudskog respiratornog sustava. Sastoje se od veéeg desnog
pluénog krila, koje je gradeno od tri lobusa, i od manjeg lijevog pluénog krila sa dva lobusa.
Cijela plu¢a su obavijena tankom ovojnicom pleurom koja je gradena od dvije membrane.
Vanjska membrana (pleura parietalis) je poznata kao porebrica, a unutarnja membrana (pleura
visceralis) kao poplu¢nica. Medumembranski prostor je ispunjen seroznom tekué¢inom S§to

rezultira klizanjem plu¢a po unutarnjoj stijenki prsnog kosa prilikom procesa disanja. (6)

Dusnik (trachea) je elasti¢na cijev gradena od deset do dvadeset potkovi€astih hrskavica
spojenih vezivnim prstenovima. Na straznjoj strani se nalazi ravna vezivno-mis§i¢na opna,
odrzavajuci stalan otvor za protok zraka. Unutrasnjost je prekrivena viSeslojnim cilindri¢nim
epitelom s trepetljikama. DusSnik se grana na dusnice (bronchos), cijevi obloZene viSerednim
cilindricnim epitelom s trepetljikama 1 vr€astim stanicama. Odvajaju se sukladno broju
reznjeva pojedinog pluénog krila, tj. tri ogranka desne dusnice i dva ogranka lijeve. Daljnjim
grananjem dusnice prelaze u bronhiole (bronchiolus), cjev€ice promjera 1 milimetar prekrivene
jednoslojnim cilindri¢nim ili kubi¢nim epitelom bez vrc¢astih stanica. Na krajevima bronhiola
se nalaze alveole, Supljine ispunjene zrakom, koje su ujedno i osnovna gradevna jedinica pluca.
Oblozene su jednoslojnim plocastim epitelom, tzv. pneumocitima prvog reda, a mjestimicno i

kubi¢nim stanicama — pneumocitima drugog reda. (Slika 1) (7)

Uloga pluca je izmjena plinova izmedu atmosfere i ljudskog organizma preko alveola i
pripadajucih kapilara koje ih okruZuju. U procesu disanja dolazi do kretanja udahnutog kisika
od alveola u krv kapilara dok ugljikov dioksid prelazi iz kapilara u alveole, eliminirajuci Stetnu

tvar. (6)

dusnik [ traheja)

desno pluéno krile

desna glavna
dugnica

Slika 1. Anatomija pluca

Izvor: https://www.onkologija.hr/rak-pluca/
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1.2. Tumor

Tumor je naziv kojim opisujemo tkivo nastalo abnormalnom diobom stanica . Zbog
postojanja zivotnog vijeka svih ljudskih stanica, za opstanak organizma potrebne su konstantne
diobe i rast stanica. Greske koje se dogadaju prilikom navedenih procesa, u slucaju da se ne
mogu korigirati od strane organizma, dovode do stvaranja mutacija. Najucestalije mutacije koje
su zasluzne za nastanak tumora su rast u odsustvu faktora rasta te ignoriranje signala za

apoptozu. Rezultat je nakupina ¢vrstog tkiva koja moZe biti benigna ili maligna. (1)

Maligni tumori posjeduju mogucénost Sirenja stanica tumora u udaljena tkiva 1 organe
Sto nazivamo metastaziranje. Stanice metastaze posjeduju identi¢na fizioloSka i morfoloSka
svojstva kao 1 primarni tumor. Neki od mehanizama koji dovode do stvaranja metastaza su
infiltracija strome, izbjegavanje imunog odgovora inhibicijom anti — tumorogenih procesa te

razvijanjem otpornosti na odredene terapije. (2)

Proces nastanka malignog tumora, takoder poznat kao karcinogeneza, karakterizirana
je sa Cetiri stadija:

a) Inicijacija

b) Promocija

c) Progresija

d) Metastaziranje

Proces transformacije uzrokuje razvoj stanica raka iz zdravih, normalnih stanica. Sam
proces je uzrokovan mutacijom u genima odgovornim za normalnu proliferaciju,
diferencijaciju i prezivljavanje stanica poznatih kao protoonkogeni i tumor supresorski geni.
Transformacija zapoc€inje prvim korakom poznatim kao incijacija (poticanje) u kojemu je
stanica potaknuta da postane kancerogena promjenom u stani¢nom genetskom kodu. Samu
promjenu na genetskoj razini poti¢e kancerogena tvar koja moze biti kemijske, fizikalne ili
bioloske prirode. Drugi korak karcinogeneze je promocija (razvijanje). Uvjet da promocija
bude efektivna je prolaz stanice kroz proces inicijacije. U suprotnom, promocija nema ucinka.
Razvoj primarnog tumora se odvija u koraku progresije, kojeg moze slijediti posljednji korak

metastaziranje koji pogorsava prognozu pacijenta. (Slika 2).(3)



Inicijacija

Normalna éelija Prva mutacija
Napredovanje

Druga mutacija Tre¢a mutacija

Cetvrta mutacija
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Celije raka

Slika 2. Proces kancerogeneze

Izvor: http://kucnilekar.com/kako-nastaje-rak/

Protoonkogeni su geni zasluzni za pravilnu diobu, rast i prezivljavanje stanica. Prilikom
mutacije protoonkogena dolazi do njegove aktivacije kada njegova aktivnost nije potrebna. U
tom trenutku protoonkogen postaje onkogen koji kodira onkoproteine, ¢iji u¢inak je poticanje

nekontroliranog rasta i diobe stanica. (4)

Kljucan dio procesa koji vodi do stvaranja tumora je aktivnost tumor supresorskih gena
koji usporavaju diobu stanica te signaliziraju pravovremenu apoptozu stanice. Neadekvatna
aktivnost tih gena dovodi do povecanog rizika nastanka tumora zbog inaktivacije negativnih

regulacijskih uc¢inaka. (5)

Prilikom diobe stanice dolazi do replikacije stanicne DNK, procesa koji je visoko
potencijalan za stvaranje greSaka. Ulogu u sprjecavanju tih greSaka imaju geni za popravak
DNK ¢iji ucinak se ocituje popravljanjem DNK, ili u slu¢aju nemoguénosti popravka,
izazivanjem stani¢ne smrti. Mutacijom ovih gena dolazi do viSestrukih greSaka u kodu stanice,

$to omogucuje nekontrolirani rast stanice. (5)
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1.3. Karcinom pluéa

Karcinom pluéa je najées¢e dijagnosticiran oblik raka na globalnoj razini proteklih
desetljeca. Istrazivanje iz 2018. godine je zabiljezilo 2.1 milijuna novih slucajeva karcinoma u
cijelome svijetu. Od te brojke 1.37 milijuna (65%) dijagnosticiranih su bili muskarci sa
najvecom ucestalosti na podru¢ju Mikronezije gdje je zabiljezeno da je 54.1 oboljelih na
100,000 muskaraca dok je na podrucju Istocne Europe incidencija 47.2 oboljelih na 100,000
muskaraca. Naspram muSkaraca, Zene rjede obolijevaju od karcinoma plu¢a prema istom
istrazivanju iz 2018. godine, ¢emu svjedoci brojka od 725,000 dijagnosticiranih Zena. Najvisi
udio oboljelih Zena je zabiljezen u Sjevernoj Americi (30.7 oboljelih na 100,000 Zena) dok je
na podrucju Zapadne Europe ta brojka niza (25.7 oboljelih na 100,000 Zena). Brojcane razlike
incidencija izmedu spolova na temelju geografskih podjela prepisuju se povijesnim i
kulturoloSkim razlikama konzumacije duhanskih proizvoda te obavljanja poslova. Smrtnost
zbog karcinoma pluca je usko povezana uz samu incidenciju zbog niskih stopa prezivljavanja
ove bolesti, Sto dokazuje podatak da je karcinom pluc¢a prvi uzro¢nik smrti kod muskaraca, a
drugi kod zena, izmedu svih smrti uzrokovanih karcinomima. Tokom 2018. godine 1.2 miliona
muskaraca 1 576,100 Zena je preminulo od karcinoma pluc¢a, 20% od svih smrtnih ishoda

uzrokovanim razli¢itim tipovima karcinoma. (8)

Pusenje cigareta uzrokuje 7 od 10 svih slucajeva karcinoma pluca, sto ga Cini glavnim
uzro¢nikom ove bolesti zbog sastava duhanskog dima koji sadrzi oko 60 karcinogenih tvari.
Jednaku Stetu kao 1 cigarete Cine ostali duhanski proizvodi kao §to su cigarete i lule ali 1
potencijalno e-cigarete koje su tijekom posljednjih godina postale sve ucestalije u upotrebi.
Populacija koja konzumira kanabis takoder moze razviti karcinom zbog ucestalog mijeSanja
kanabisa s duhanom. Iako je koli¢ina duhana u tom slucaju drasticno manja naspram koli¢ine
u cigareti, dublja inhalacija 1 duZe zadrzavanje dima u plu¢ima predstavlja znacajan faktor
rizika. (9) lonizirajuce zraenje ima znacajnu ulogu u etiologiji karcinoma pluca, vidljivo kod
pacijenata lijeCenim radioterapijama te rudara izloZenih radioaktivhom radonu i produktima
njegovog raspadanja koji emitiraju o zracenje. IstraZivanje koje je ukljucivalo 11 kohorti
pokazalo je da svaka godina prolongiranog izlaganja radonu linearno povecava rizik od
oboljenja za 6%. Kancerogene tvari na radnom mjestu viSestruko povecavaju vjerojatnost od
oboljenja zbog dugotrajnog i svakodnevnog izlaganja. Azbest i svi njegovi oblici poput

krisotila, krokidolita i tremolita su imaju kancerogeno djelovanje na pluca ¢ovjeka, pogotovo



u zemljama niskih do srednjih resursa. Metali poput kroma izazivaju karcinom kod radnika
koji proizvode kromne boje i kromne platine. Silicijev dioksid povecéava rizik od oboljenja,
proporcionalno sa koli¢inom izlozenosti karcinogenu. Razvoj karcinoma je uoc¢en u vecini
slu¢ajeva kod populacije s viskom stopom izlozenosti. Podrucja rada koja u opisu posla imaju
loncarstvo, izradu cigli, keramicarstvo te rezanje kamena usko su povezana s nastankom

silikoze koja moze prethoditi karcinogenezi. (10)

1.3.1. Adenokarcinom

Podjela karcinoma pluca je organizirana u dvije skupine: karcinom malih stanica
(engl.SCLC — Small cell lung cancer) te karcinom ne-malih stanica (engl. NSCLC — Non-Small
Cell Lung Cancer). Skupini NSCLC pripada adenokarcinom, podtip karcinoma koji se javlja
u priblizno 40% slucajeva svih karcinoma pluca te je najces¢i oblik karcinoma pluca. Faktori
rizika za razvoj adenokarcinoma su jednaki kao 1 kod ostalih oblika karcinoma plu¢a. Primarni
faktor je pusenje duhanskih proizvoda, a sekundarni izlaganje raznim kancerogenima poput
azbesta, silikata, radona i teSkih metala. Navedeni kancerogeni mogu potencijalno mutirati p53
gen, najc¢es¢iuzrok karcinogeneze prisutan u 52% svih slu¢ajeva adenokarcinoma pluca. Stopa
petogodi$njeg prezivljavanja je od 12% do 15% sa srednjom dobi dijagnosticiranja od 71
godine. Porast broja puSaca zenskog spola, u posljednjih 20 godina, je doprinio pove¢anom
udjelu adenokarcinoma plu¢a medu ostalim karcinomima te preuzeo prvo mjesto u poretku

tipova karcinoma pluca ispred karcinoma skvamoznih stanica. (11)

Klasificiranje adenokarcinoma plu¢a se odvija u 4 tipa: adenokarcinom in situ (AIS),
minimalno invazivni adenokarcinom (MIA), invazivni adenokarcinom 1 varijante
adenokarcinoma. Adenokarcinom in situ i minimalno invazivni adenokarcinom, ako su rano
otkriveni, imaju bolji prognosticki ishod u odnosu na ostale tipove. Organi na koje se karcinom
moZe lokalno prosiriti su: pleura, dijafragma, perikard i bronhi. Napredna faza podrazumijeva
Sirenje na medijastinum, velike krvne Zile, traheju 1 jednjak. Metastaziranje u limfne ¢vorove

se odvija u peribronhalnim limfnim ¢vorovima, migriraju¢i u medijastinalne i1 subkarinalne



limfne ¢vorove, s kona¢nim ciljem koji je suprotno pluéno krilo. Distalne metastaze nastaju u

bilo kojem tkivu udaljenom od primarnog tumora, poput mozga, kostiju ili jetre. (11)

Kljucan aspekt dijagnosticiranja adenokarcinoma pluéa je odredivanje njegovog stadija
zbog primjene adekvatne terapije. Odredivanje stadija je karakterizirano sa 5 stadija, svaki
idu¢i stadij prognosticki je lo$iji za pacijenta. Stadij O ili in situ stadij oznacuje da je karcinom
pronaden samo na jednom mjestu, odnosno samo u vanjskoj granici pluca, ne prodiruci dublje
u tkivo. U stadiju 1 prisutan je mali tumor koji ne pokazuje znakove Sirenja u limfne ¢vorove
van pluca. Stadij 2 karakterizira Sirenje tumora u dublje slojeve pluéa i limfnih ¢vorova, bez
daljnjeg Sirenja u distalna tkiva. Ovaj stadij se dijeli na 2 pod-stadija, 2A i 2B, ovisno o jasno
definiranoj veli¢ini primarnog tumora i tkivima u koje je karcinom metastazirao. Pod-stadij 2B
je viSe uznapredovao u odnosu na pod-stadij 2A. Sljedeci stadij je stadij 3, definiraju¢i stupanj
progresivnog Sirenja tumora jo$ dublje u pluca 1 udaljena tkiva. Jasno definirani kriteriji za
veli¢inu tumora 1 udaljenost metastaza daju uvid u svrstavanje tumora u jedan od 3 pod-stadija:
pod-stadij 3A, pod-stadij 3B 1 pod-stadij 3C. Pod-stadij 3A je najmanje uznapredovao, dok je
pod-stadij 3C najvise. Posljednji stadij je stadij 4, u kojemu je karcinom metastazirao na drugo
pluéno krilo, obliznju tekucinu i distalna tkiva te limfne ¢vorove. Kao i stadiji prije njega, stadij
4 ima pod-stadije: pod-stadij 4A 1 pod-stadij 4B. Rast tumora izvan prsnog kosa je obiljezje
pod-stadija 4A, a obiljezje pod-stadija 4B je metastaziranje u viSe organa ili na vise razliitih

mjesta u istom organu. (12)

Slika 1. Presjek adenokarcinoma pluca

Izvor: https://en.wikipedia.org/wiki/Adenocarcinoma_of the lung
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1.4. Personalizirano lijeCenje karcinoma pluca

Personalizirana medicina u podru¢ju onkologije donosi veliki napredak u lije¢enju
karcinoma, uzimajuéi u obzir genske varijable tumora te nadin zivota pacijenta. Najveca
prednost personaliziranog lijeCenja je mogucénost adaptacije terapije prema to¢no odredenim
karakteristikama tumora i onkogena koji su potaknuli kancerogenezu. PoboljSani odgovor
tumora na terapiju omogucen je regulacijom toksi¢nih ucinaka same terapije. Smanjena
toksi¢nost u kombinaciji sa poboljSanim odgovorom tumora dovodi do oCuvanja organa i tkiva.

Svi navedeni postupci su usmjereni prema poboljSanoj kvaliteti Zivota pacijenta. (13)

Ciljani pristup se temelji na djelovanju lijeka na tumorsku stanicu, izbjegavajuci stanice
organizma koje su zdrave. Konstantna istrazivanja rezultiraju ve¢im brojem tipova ciljanih
stanica Sto dovodi do razvoja novih lijekova specifi¢nih za te stanice. Da bi pacijent mogao
primiti terapiju, odnosno odgovarajuce lijekove, potrebno je preliminarno testiranje pacijenta
kojim se utvrduje postoji li adekvatan lijek za ciljane stanice tumora. Pacijentu se moze odobriti
ciljana terapija ako rezultati testiranja dokazu postojanje ciljanih biomarkera, odnosno
mutacija. Lijekovi koji se koriste u ovakvim terapijama su lijekovi malih molekula, tj.

monoklonalna protutijela.(14)

EGFR gen je osnovni biomarker za testiranje kod pacijenata kojima je dijagnosticiran
karcinomane-malih stanica (NSCLC), a medu njima je 10% do 15% ljudi koji imaju karcinom

pozitivan na receptor epidermalnog faktora rasta (eng. Epidermal Growth Factor Receptor -

EFGR). (15)

1.4.1. EGFR gen

EGF (epidermalni faktor rasta) je protein graden od 53 aminokiseline sa 3 disulfidne
veze, kojeg se moze pronaci u tkivima i tjelesnim teku¢inama. Receptor epidermalnog faktora
rasta (EGFR) je transmembranski protein koji je sastoji od 3 domene: ekstracelularne koja veze
ligand, hidrofobne transmembranske domene te citosolne odnosno tirozin kinazne domene.
EGFR, poznat i kao ErbB1/HERI, je ¢lan porodice receptora protein-tirozin kinaze uz

ErbB2/HER2, ErbB3/HER3 i ErtbB4/HER4. (16)



Opisan je kao monomer tipa I membranskih receptora, a graden je od polipeptidnog
lanca sa 1186 aminokiselinskih ostataka i N-vezujuc¢ih oligosaharida. Ekrstacelularna domena
zbog visokog afiniteta veze EGF te TGF-a, a sastoji se od 4 dijela. Dijelovi I i III, bogati
leucinom, sudjeluju pri procesu vezanja liganda, dok dijelovi II i IV sa ostacima cisteina
izgraduju disulfidne veze i dimere receptora. EGFR gen je lociran na kromosomu 7p12 (Slika

4). (17)
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Slika 2. Kromosomska lokacija 1 egzonska struktura EGFR gena

Izvor: https://www.researchgate.net/figure/Chromosomal-location-of-the-EGFR-gene-its-exon-
structure-and-EGFR-protein-domains fig2 7046863

Spajanje liganda s receptorom faktora epidermalnog rasta prema sistemu kljuc¢-brava
poti¢e povezivanje receptora i obliznjeg EGFR proteina. Navedeni proces dimerizacije aktivira
receptorski kompleks te posljedi¢no aktivira unutarstani¢ne signalne puteve koji u konacnici
poti¢u proliferaciju i diobu stanice. Amplifikacija genskih kopija EGFR gena, povecana
ekspresija EGFR receptora i mutacije genskog koda EGFR dovode do abnormalnog stanicnog
ciklusa s krajnjim produktom poremecene homeostaze Sto u konacnici dovodi do nastanka

tumora. (18)
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1.4.2. Mutacije EFGR gena

Mutacije u EFGR genu su najzastupljenije u papilarnom, acinarnom i solidnom podtipu

adenokarcinoma, ali su rijetke kod mikropapilarnog i mucinoznog tipa adenokarcinoma. (19)
Mutacije EGFR gena mogu se podijeliti u 3 klase:

Klasa I: 44% svih EGFR mutacija se odnose na delecije na egzonu 19 te rezultiraju gubitkom
aminokiselinske sekvence u rasponu od leucina na poziciji 747 do glutaminske kiseline s

pozicijom 749.

Klasa II: toCkaste mutacije, od kojih je najznacajnija supstitucija na egzonu 21 na kodonu 858
(L858R) ¢ija je posljedica supstitucija arginina za leucin. Ta mutacija ¢ini 41% svih EFGR
mutacija. Supstitucija na egzonu 18 na kodonu 719 (G719X) zasluzna je za zamjenu glicina

serinom, alaninom ili cisteinom te ¢ini 4% EGFR mutacija.

Klasa III: duplikacije 1 insercije koje se odvijaju na egzonu 20, ¢ine 5% svih EGFR mutacija.
Razlog za stvorenu rezistenciju na tirozin kinaza inhibitore mogu biti insercije na egzonu 20.

(20)

1.4.3. Tirozin kinazni inhibitori

EGFR tirozin kinazni inhibitori su mikromolekule koje djeluju blokiraju¢i EGFR
autofosforilaciju Sto sprjecava receptorsku aktivaciju i prijenos signala unutar stanice. Tirozin
kinazni inhibitori prve generacije, gefitinib i erlotinib, su oralni biodostupni sinteticki
anilinokinazolini koji se reverzibilno veZu na intracelularnu tirozin kinaznu domenu EGFR te

kompetitivno inhibiraju vezanje molekule adenozin-5' trifosfata (ATP).

Daljnjim napretkom razvijene su nove generacije EGFR tirozin kinaznih inhibitora sa
novim svojstvima ,od kojih je jedno ireverzibilno vezanje na tirozin kinaznu domenu. Afatinib,
dacomitinim 1 neratinib su inhibitori koji su jo§ u procesu istrazivanja i usavrSavanja, a

ireverzibilno ciljaju EGFR, HER2 i HER4. (21)



EGFR inhibitori tirozin kinaza se dijele u 3 generacije, a to su EGFR TKI prve, druge

i tre¢e generacije.

EGFR inhibitori tirozin kinaze prve generacije (Gefitinib) je prvi inhibitor EGFR
tirozin kinaze koji se koristio za terapiju NSCLC, koji selektivno inhibira EGF-stimulirani rast
tumorskih stanica blokiraju¢i EGFR autofosforilaciju stanica. Takoder moze inicirati apoptozu
stanica karcinoma. Primjenjuje se kod pacijenata sa lokalno uznapredovalim ili metastatskim
NSCLC. Erlotinib je EGFR inhibitor tirozin kinaze koji smanjuje autofosforilaciju u ¢itavim
stanicama raka. Odobren je kao terapija uznapredovalog NSCLC nakon neuspjeha barem jedne

citotoksi¢ne terapije. (22)

EGFR inhibitori tirozin kinaze druge generacije: Afatinib je ireverzibilni inhibitor
EGFR tirozin kinaze druge generacije koji postiZze neprekidnu 1 selektivnu blokadu ErbB tipa
receptora. Dvije studije u trecoj fazi su pokazale da je afatinib poboljSao stopu prezivljenja u

odnosu na kemoterapiju kod oboljelih s NSCLC s prisutnom mutacijom dell9.

EGFR inhibitori tirozin kinaze trece generacije: Osimertinib je ireverzibilni TKI koji
selektivno djeluje na EGFR aktivacijske mutacije, poput L85S8R/T790M. Ovaj TKI nadvladava
T790M posredovanu otpornost na EGFR inhibitore prve 1 druge generacije kod NSCLC. (23)

1.5. Real-time PCR

Laboratorijska tehnika koja se koristi za stvaranje velikog broja kopija specifi¢no
odredenog segmenta molekule DNA naziva se Lancana reakcija polimerazom -PCR (engl.
Polymerase chain reaction). Konvencionalnom PCR metodom, umnoZeni DNA segment je

detektiran na kraju ciklusa amplifikacije. (24)

Pravilno izvodenje PCR reakcije je uvjetovano prisustvom svih potrebnih komponenti
reakcijske smjese. Reakcijska smjesa sadrzii DNA predlozak, pocetnice, dNTP

(deoksiribonukleotid trifosfate), enzim DNA/Taq polimerazu te bivalentne ione Mg2+.

DNA polimeraza povezuje pojedinacne nukleotide koji postaju gradevni blokovi za novu

molekulu DNA. (25)
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Umnozavanje DNA odvija se u tri osnovna koraka:

1. Denaturacija (eng. Denaturation): odvija se pri 95°C, pri ¢emu dolazi do denaturacije

dvostruke uzvojnice na dva odvojena lanca kidanjem vodikovih veza.

2.Hibridizacija (eng. Annealing): pri 50 — 65°C, pocetnice se vezu komplementarno na

jednolan¢ani DNA predlozak.

3. Produljivanje lanca (eng. Elongation): na temperaturi od 72°C Taq DNA polimeraza, nakon

spajanja na pocetnice, koristi deoksinukleotidne trifosfate za formiranje nove DNA .

Ova tri osnovna koraka se ponavljaju 20 do 40 puta u ciklusima, a svakim ciklusom dolazi do

udvostrucavanja ciljanje molekule DNA. (26)

Za razliku od konvencionalne PCR metode, PCR u stvarnom vremenu (real-time PCR)
se temelji na mjerenju koli¢ine amplificiranog produkta nakon svakog ciklusa PCR reakcije ,,u
stvarnom vremenu®. Detekcija produkata je omogucena koriStenjem fluorescentnih
reporterskih molekula koje rezultiraju povecanom fluorescencijom svakim idu¢im ciklusom
reakcije zbog povecanog broja amplikona. Koriste se dvije vrste fluorescentnih reporterskih
molekula: SYBR green 1 Tagman probe. SYBR green se veze na dvolancanu DNA molekulu
te nakon svjetlosne eksitacije daje signal fluorescencije znatno vec¢i nego kada je nevezana za
DNA. To svojstvo rezultira sa rastom fluorescencije koji je proporcionalan koli¢ini dvolancane
DNA. Tagman probe se sastoje od genski specificne probe nukleinske kiseline koja je spojena
s reporterskim i priguSivackim molekulama. Ova vrsta probe se temelji na udaljenosti izmedu
reporterske molekule, koja emitira fluorescenciju, i priguSivacke molekule, koja emitiranu
fluorescenciju apsorbira. Tijekom faze elongacije PCR reakcije proba se unistava, ¢emu slijedi

otpustanje reporterske molekule Ssto omogucuje njezinu detekciju. (27) (Slika 6)

11



Reverse transcription

RNAS5
S< i

cDNA 5

Real-time PCR
SYBR Green Tagman
@) 0 @ Annealing
= ’ - &
¥

— 0005 | Extension —

5 5

A 4
’ . 5I
3 Denaturation

5; 5'

v\
i
Fluorescence

Cycle number

Slika 5. Shema real-time PCR reakcije

Izvor: https://www.ebi.ac.uk/training/online/courses/functional-genomics-ii-common-

technologies-and-data-analysis-methods/real-time-pcr/



https://www.ebi.ac.uk/training/online/courses/functional-genomics-ii-common-technologies-and-data-analysis-methods/real-time-pcr/
https://www.ebi.ac.uk/training/online/courses/functional-genomics-ii-common-technologies-and-data-analysis-methods/real-time-pcr/

2. CILJ

Cilj ovog rada je detaljno prikazati molekularno testiranje kojim se utvrduje status
EGFR gena kao prediktivnog biomarkera kod pacijenata s karcinomom pluca radi primjene

ciljane terapije u njihovu lijecenju.
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3. MATERIJAL 1 METODE

3.1. Materijal

Molekularno testiranje zahtijeva odredenu minimalnu koli¢inu tkiva koje mora biti
uzorkovano. Manje od 30% karcinoma pluéa ne-malih stanica je resektibilno prilikom
otkrivanja. Stoga, ve¢ina uzoraka uzetih kod osoba s uznapredovalim NSCLC su malene

biopsije, koje su fiksirane u formalinu te uklopljene u parafin, te citoloski punktati.

1. parafinski blok sa tumorskim tkivom

2. citoloski punktat

Puncture site Biopsy needle
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Zlatnim standardom za molekularno testiranje se smatraju uzorci tkiva uklopljeni u
parafin, no ako oni nisu dostupni, citoloski punktat moze pruziti jednako preciznu
dijagnosticku moguénost. Koli¢ina stanica i izolirane DNA predstavlja manji problem kod
malih biopsija koje daju manju koli¢inu izolirane DNA. Broj stanica potrebnih za uspjesnu
detekciju mutacija varira u intervalu od 100 do 400 stanica. Citoloski uzorci trebaju zadovoljiti
barem jedan od tri kriterija: koncentracija DNA >25 ng/ puL, >30 tumorskih stanica ili 30%
tumorske celularnosti. Idealni uzorak za molekularno testiranje bi trebao imati veliku koli¢inu

tumorskih stanica, a minimalnu koli¢inu nekroti¢nih stanica. (28)

Nakon uzorkovanja, tkivo dobiveno biopsijom se fiksira 10%-tnim formalinom na 6 do

12 sati za malene 1 8 do 19 sati za velike uzorke. (29)

Koristenje krvne plazme je preporuceno za molekularna testiranja nakon uzorkovanja
tekuce biopsije. Koriste se epruvete sa EDTA kako bi se sprijeCila stani¢na degradacija, ali
samo ako uzorak moze biti obraden u roku od 1 do 2 sata nakon uzorkovanja. U suprotnom,
preporucuju se stabilizacijske epruvete koje sadrze prezervative koji osiguravaju stabilizaciju
krvi na sobnoj temperaturi na vise od 7 dana. Jedna od tih epruveta je proizvedena od strane
tvrtke Roche, pod nazivom ,,Cell-Free DNA Collection Tube" (Slika 7) Svjezu krvnu plazmu
je potrebno pohraniti na temperaturi od -20 ili -80°C, te koristiti suhi led pri transportu. (29)

1) A%000000

T omraseeeno

Slika 6. Cell- Free DNA Collection Tube (Roche)

Izvor: https://www.medicalexpo.com/prod/roche-sequencing-solutions/product-128233-
944543 .html
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3.2. Metode

3.2.1. Izolacija DNA

1.Izolacija DNA iz tkiva uklopljenog u parafin

Izolacija DNA se provodi koriStenjem komercijalnog kita cobas® DNA Sample

Preparation Kit (Roche, Njemacka) (Slika 8).

— e —

DNA Sample Preparation Kit

Slika 7. Kit za izolaciju DNA iz tkiva uklopljenog u parafin

Izvor:https://diagnostics.roche.com/global/en/products/params/cobas-dna-sample-

preparationkit.html

Materijali i reagensi od kojih se sastoji kit su:

- pufer za liziranje tkiva

- proteinaza K

- pufer za vezanje parafina
- pufer za ispiranje |

- pufer za ispiranje 11

- pufer za otapanje DNA

- filter tube s ¢epovima

- tube za sakupljanje
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Dodatni potrebni materijali ukljuc¢uju: ksilen, apsolutni etanol, izopropanol, sterilnu
vodu, pipetore s moguénosti pipetiranja 5 — 1000 pL, mikrocentrifugu i pripadajuée tubice s

poklopcem te vorteks mikser.

Kako bi uopée mogli poceti s izolacijom DNA, uzorak tkiva je potrebno
deparafinizirati, a nakon toga deparafinizirana sekcija tkiva, debljine 5 mikrona, se lizira
inkubirajuéi se na povisenoj temperaturi u prisustvu proteinaze K i pufera za liziranje tkiva.
Nakon dodavanja izopropanola, cijeli sadrzaj se prebaci u kolonu sa filterom od staklenih
vlakana 1 centrifugira se. Tijekom centrifugiranja, DNA se veze na filter, a necistoCe, proteini 1
soli prolaze kroz filter 1 skupljaju u tubicu 1 odstranjuju. Nukleinske kiseline koje su ostale

vezane na filter u koloni dodatkom pufera za oapanje odvoje se u Cistu tubicu.

2. Izolacija cfDNA iz uzorka plazme

Komercijalno dostupan cobas® cfDNA Sample Preparation Kit (Roche, Njemacka)

koristi se za ru¢nu izolaciju izvanstani¢ne DNA, odnosno ,,cell-free DNA* iz krvi (Slika 9).

| i

—— e

cobas’ cfDNA Sample Preparation Kit

o cobas

Slika 8. Kit za izolaciju cfDNA iz uzorka plazme

Izvor: https://diagnostics.roche.com/global/en/products/params/cobas-cfdna-sample-

preparation-kit.html

Sadrzaj komercijalnog kita za izolaciju cfDNA je:

- proteinaza K
- pufer za ispiranje |
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- pufer za ispiranje 11

- elucijski pufer

- filter tube (HPEA FT — High Pure Extension Assembly Filter Tubes)
- tube za sakupljanje (CT- Colleciton Tubes)

Osim komercijalnog kita, potreban je i dodatni materijal: apsolutni etanol, izopropanol,
sterilna voda, pipetori s moguénoSc¢u pipetiranja 5 — 1000 pL, centrifuga i mikrocentrifuga s

pripadaju¢im tubama.

Samo krv koja je uzorkovana u epruvetu s dodatkom K2 EDTA, moZe biti koriStena za

izolaciju cfDNA.

3.2.2. Odredivanje koncentracije DNA

Komercijalni kit koji se koristi za odredivanje koncentracije izolirane DNA je Qubit™

dsDNA Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) (Slika 10).

Slika 9. Qubit™ dsDNA Assay Kit

Izvor: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/Q32854
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Qubit® 3.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific) je uredaj za mjerenje koncentracije
DNA, RNA i proteina u klini¢koj praksi. Mjerenje koncentracija zadanih molekula temelji se

na fluorimetriji (Slika 11).

Slika 10. Qubit® 3.0 Fluorometer

Izvor: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/Q32854

Nakon izolacije DNA, potrebno je promijesati uzorke s bojom i puferom prema
protokolu proizvodaca i zatim prenijeti u tubice koje se postavljaju u Qubit® 3.0 ureda;.
Fluorescentna boja se veze na molekulu DNA, a Qubit® 3.0 detektira intezitet fluorescencije

1 daje rezultat tj. podatak o koncentraciji DNA.

3.2.3. UmnoZavanje DNA

Za detekciju mutacija EGFR gena kod pacijenata sa karcinomom pluc¢a ne-malih stanica
koristi se komercijalni kit cobas® EGFR Mutation Test v2 (Roche, Njemacka). Cobas® EGFR
test je real-time PCR test dizajnirana za otkrivanje supstitucijskih mutacija G719X u eksonu

18, delecijskih mutacija u eksonu 19, supstitucijskih mutacija T790M 1 S768I 1 insercijskih
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mutacija u egzonu 20 i L858R 1 L861Q supstitucijske mutacije u egzonu 21 u EGFR genu
(Slika 12).

(vl [eove el e

cobas® EGFR Mutation Test v2
/;7;) cobas»

Slika 11. Kit za detekciju EGFR mutacija kod oboljelih od NSCLC

Izvor: https://diagnostics.roche.com/us/en/products/params/cobas-egfr-mutation-test-v2.html

Kit cobas® EGFR Mutation Test v2 sadrzi:

- EGFR Master Mix 1 (EGFR MMX-1)

- EGFR Master Mix 2 (EGFR MMX-2)

- EGFR Master Mix 3 (EGFR MMX-3 v2)
- magnezijev acetat

- EGFR kontrola mutacije

- Pufer za razrjedivanje uzorka

Na pocetku rada je potrebno postaviti plan ploCice s jazicama sa pozicijama svih
uzoraka i kontrola koje ¢e biti koriStene u analizi. Kontrola mutacije, ili pozitivna kontrola
(MC), postavlja na pozicije AO1 — A03, a negativna kontrola (NEG) na pozicije BO1 — B03.
Razrijedenim uzorcima (S#) pripadaju tri seta od tri stupca, pocevsi od CO1 — C03 do HI10 —
H12. Oznaka ,MMX #“ oznacuje Master Mix 1, 2 ili 3 v2 (Slika 13).
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Row / 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 1 12
Column
MC MC MC s7 S7 57 815 S15 815 523 523 823
A MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 vZ vZ v2
NEG NEG NEG S8 S8 S8 S16 S16 S16 S24 524 S24
B MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX3 | MMX1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 vZ vz v2
31 81 81 89 89 sa 817 817 817 525 525 s25
c MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX3 | MMX1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 vZ vZ v2
S2 32 vl s10 510 S10 S8 S18 518 526 526 5268
D MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX3 | MMX1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
s3 53 83 sn s sn 819 S19 519 s27 s27 sz7
E MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 vZ vZ vZ
5S4 S4 S4 s12 512 S1z 820 S20 520 S28 528 528
F MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX3 | MMX1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 vz
55 55 S5 S13 513 513 s21 521 521 529 529 Sz29
G MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX3 | MMX1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 vZ vz v2
56 36 S6 S1a 514 S14 822 S22 S22 530 330 830
H MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX3 | MMX1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 vz

Slika 12. Raspored plocice za cobas® EGFR Mutation Test v2

Prije umnaZanja koncentracije izolirane DNA svakog uzorka mora biti podeSena na
koncentraciju od 2 ng/uL. Priprema EGFR Master Mixa 1, 2 ili 3 v2, zahtijeva raCunanje prema
formuli: Volumen potrebnog EGFR MMX (1/2/3 v2) = (broj uzoraka + 2 kontrole + 1) x 20 pL.
U plocicu sa jazicama se postave kontrola, EGFR MMX-a i uzoraka 1 tako pripremljena stavlja

se u uredaj cobas z 480 (Roche,Njemacka) (Slikal4) i pokrene se analiza.

cobas z 480

Slika 13. uredaj cobas z 480

Izvor : https://www.bostonind.com/image/data/Photo/SKU-41601-41800/SKU-41688/SKU-
41688-%20(1).JPG
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4. REZULTATI

4.1. EGFR mutacijski test

EGFR mutacijskim testom moze se kvalitativno otkriti definirane mutacije gena

receptora epidermalnog ¢imbenika rasta (EGFR) koje su prikazane u Tablici 1.

Tablica 1. Popis mutacija koje se detektiraju EGFR mutacijskim testom

Exon EGFR Mutation Group EGF l; gl':::si(:&cid COSMIC ID®
2156G>C 6239
Exon 18 G719X 2155G=A 6252
2155G>T 6253
2240_2251del12 6210
2239 2247delg 6218
2238_2255del18 6220
2235 2249del1s 6223
2236_2250del15 6225
2239_2253del15 6254
2239_2256del18 6255
2237_2254del18 12367
2240_2254del15 12369
2240_2257del18 12370
2239 2248 TTAAGAGAAG>C 12382
2239_2251>C 12383
2237 2255>T 12384
2235_2255>AAT 12385
Exon 19 Ex19Del 2237 2252>T 12386
2239_2258>CA 12387
2239_2256>CAA 12403
2237 2253>TTGCT 12416
2238_2252>GCA 12419
2238 2248>GC 12422
2237 2251del1s 12678
2236_2253del18 12728
2235 2248>AATTC 13550
2235 2252>AAT 13551
2235_2251>AATTC 13552
2253_2276del2g 13556
2237 _2257>TCT 18427
2238 2252delis 23571
2233 2247del15 26038
57681 2303G=T 6241
Ty9oM 2369C>T 6240
2307_2308insgGCCAGCGTG 12376
Exon 20 2319_2320insCAC 12377
Ex20lns 2310_2311insGGT 12378
2311_2312insgGCGTGGACA 13428
2309_2310AC>CCAGCGTGGAT 13558
2573T>G 6224
Exon 21 L858R 2573_525374'1‘(})(;'1‘ 12429
L8610) 2582T=A 6213
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Provjera valjanosti analize i uzoraka izvodi se pomocu softvera cobas® 4800. Valjana

analiza moze ukljucivati vazeée i nevazece rezultate uzorka. Dobiveni rezultati se objas$njavaju

kako je prikazano u tablici 2.

Tablica 2. Prikaz i obja$njenje rezultata EGFR mutacijskog testa

Rezultat testiranja

ObjasSnjenje rezultata

Utvrdena mutacija

Ex19Del

S768l

L858R

T790M

L861Q

G719X

Ex20Ins

Postojanje viSe od jedne

Mutacija utvrdena u odredenoj regiji

EGFR gena.

mutacije
Nije utvrdena N/A Mutacija nije dotkrivena u ciljanim
mutacija regijama EGFR gena
Nevaljan test N/A Rezultat testa je nevazeCi. Ponoviti
testiranje  uzoraka s  nevazecim
rezultatima.
Neuspjes$no N/A Testiranje nije uspjelo zbog kvara
testiranje hardvera ili softvera.
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Rezultati testa se mogu prikazati u obliku izvjestaja koji sadrzi sve podatke o
izvedenom testiranju (Slika 14).

cobas® 4800 Roche
cobas EGFR Tissue P1 Test Report
Start of run: 16-Jun-2023 09:03:51 MWP ID: OET7054170
System: C4CZC4020LKC DNA Sampie Prep Kit-ID #1: AD1JO75778N0165
Serial No.: Z480: 51055 Lot/ Exp Date: JO7577 | Sep-2023
Test version: 1.00 EGFR Mut Test v2 Kit-ID #1: 1A1J103552000K!1
Operator: Labmanager Lot/ Exp Date: J10355 / Mar-2024
Printed By: Labmanager
Run name 16-JUN-2023 09:03 EGFR Tissue P1
Test status: VALID
Controls
Position | Sample ID | Kit ] Control Type i Result | Flags Accepted by
A01:AD2:A03 1A1J103552000K1 1 Mutant Control Valid
B01:802:803 1A1J103552000K1 1 Negative Control Valid
Specimens
PO 0 D C e
C01:C02:C03 1 NoMutation Detected NA
D01:002:003 1 No Mutation Detected NA
EO01:E02.E03 1 No Mutation Detected NA
FO1:FO2:F03 1 No Mutation Detected NA
cobas® 4800 software 220 19-Jun-2023 11:42.54

Slika 14. EGFR izvjestaj



5. RASPRAVA

Vecina karcinoma pluca spada u skupinu karcinoma plu¢a ne-malih stanica (engl. Non
Small Cell Lung Carcinoma), ¢ija je podskupina adenokarcinom. Taj oblik karcinoma je
prisutan u 30% svih oboljelih od karcinoma pluca, te 50% dijagnosticiranih s karcinomom
pluéa ne-malih stanica. Rast adenokarcinoma je sporiji u odnosu na rast ostalih tipova
karcinoma pluca, §to poboljSava Sansu otkrivanja u ranim fazama razvoja, prije Sirenja i
metastaziranja. Nacini na koje ¢e pacijent biti lijeCen mogu varirati 1 biti uvjetovani stanjem
pacijenta 1 stadijem tumora. LijeCenje se provodi: kirurSkim zahvatom, zracenjem,
imunoterapijom, kemoterapijom 1 ciljanom terapijom. Pristupi u lijeCenju se mogu aplicirati

zasebno ili u kombinaciji s drugim tipom lijecenja. (30)

Prisustvo EGFR mutacije oznaCava agresivniji oblik tumora, §to rezultira s loSijom
prognozom za pacijenta. Prekomjerna ekspresija ovog gena dovodi do nekontroliranog rasta i
razvoja stanica. KoriStenjem lijekova koji ciljano inhibiraju receptorsku tirozin kinazu, moguce
je potaknuti apoptozu stanice te zaustaviti proliferaciju stanice. Od 50 pacijenata s karcinomom

plu¢a ne-malih stanica, njih 34% je testirano pozitivno na ekspresiju EGFR gena. (31)

Napredak u na¢inima lijeCenja je doveo do razvoja personalizirane medicine, ¢ija bit
lezi u analizi razliCitih biomarkera. Prediktivni prognosti¢ki markeri ranog odgovora su osobito
vazni. Tehnologije poput CT-a i PET-skeniranja ve¢ godinama doprinose ranom otkrivanju
karcinoma. Molekularnom dijagnostikom je mogucée osigurati pacijentu personalizirano

lijeCenje, na temelju patologije bolesti i fiziologije pacijenta te okolisnih ¢imbenika. (32)

Postavljanje dijagnoze i terapije je uvjetovano ishodom testiranja gena, genske
ekspresije 1 proteina. Otkrivanjem to¢nog mjesta mutacije na EGFR genu, omogucuje se
jedinstveni pristup pacijentu zbog molekularnih specificnosti tumora koji se lije¢i. Lijekovi
koji se koriste za lije¢enje karcinoma s EGFR mutacijama su tirozin kinazni inhibitori (TKI),
od koji je najces¢i u klini¢koj praksi Osimertinib, koji se koristi za lijeCenje karcinoma pluca

od prvog do cetvrtog stadija. (33)
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6. ZAKLJUCAK

Ovim radom je predstavljena vaznost genetickog testiranja EGFR gena kod osoba
dijagnosticiranih s karcinomom plu¢a ne-malih stanica kako bi se mogla primijeniti

odgovarajuca ciljana terapija.

Kako bi se provelo molekularno testiranje, potrebna je izolirati DNA iz uzorka tkiva
dobivenog biopsijom ili resekcijom, ili uzorka plazme dobivene iz pune krvi. U svrhu izolacije
DNA koriste se komercijalni kitovi. Koriste¢i izoliranu DNA, real-time PCR metodom

detektiraju se mutacije na EGFR genu.

Prikazani tip lijeCenja predstavlja napredak u odnosu na tradicionalne metode lijecenja,
koristeci ,,pravi lijek za pravog pacijenta u pravo vrijeme*, naposljetku povecavajuci kvalitetu

pacijentovog Zivota.
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