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Rezime

DIJAGNOSTICKI ZNACAJ DUGE NEKODIRAJUCE RNK GAS5 U
PLAZMI PACIJENATA OBOLELIH OD NESITNOCELIJSKOG
KARCINOMA PLUCA

Uvod

Nesitnocelijski karcinom pluc¢a predstavlja najces¢i tip tumora pluca i javlja se u oko 85%
obolelih. Postoje tri glavna histoloska tipa nesitnocelijskog karcinoma pluca: adenokarcinom,
skvamocelularni karcinom 1 krupnocelijski karcinom pluca (large cell). Bez obzira na nove
pristupe lecenju ovih karcinoma petogodisnje prezivljavanje ovih pacijenata je samo 15%.
Osnovna polazis$na tacka u odlucivanju u vezi sa leCenjem ove bolesti jeste tip karcinoma i
stadijum bolesti u kojem je dijagnostikovan malignitet. Na zalost, s obzirom da je jedna od
karakteristika nesitnocelijskog karcinoma plu¢a da moze da se razvija i asimptomatski, da ne
postoji pouzdan skrining za ovo oboljenje najcesce se otkriva u kasnom stadijumu bolesti.
Zbog ove Cinjenice, terapija je Cesto neefikasna, $to uzrokuje izuzetno visoku smrtnost

obolelih.

Trenutni istrazivacki pravci u vezi sa nesitnocelijskim tumorima pluca koncentrisani su na
otkrivanje novih biomarkera sa visokom senzitivno$¢u i specificno$¢u — kako bi se poboljsala
mogucénost rane dijagnoze ove bolesti. Upotreba novih biomarkera mogla bi da posluzi i za
razvoj novih terapeutskih pristupa. Otkrivanje nukleinskih kiselina koje poticu iz tumorskih
¢elija u perifernoj cirkulaciji otvorilo je vrata razvoju novih neinvazivnih tehnika za
otkrivanje ranih molekulskih biomarkera koji mogu biti kori§¢eni za dijagnozu malignih

tumora, pa i nesitnoc¢elijskog karcinoma pluca.

Gen za GASS dugu nekodiraju¢u RNK nalazi se na 1925 lokusu: duzine je oko 650 baza i
organizovan je u 12 egzona i 11 introna. Introni kodiraju male nuklearne RNK koje ucestvuju
u metilaciji — u epigenetskoj regulaciji. Egzoni kodiraju nekoliko varijanti GASS mRNK, ali
zbog prisustva stop kodona, njihov rezultat nisu proteini, te se njihov transkript odbacuje.
Ekspresija GASS je smanjena u razli¢itim tipovima tumora, ukljucujuéi nesitnocelijski
karcinom pluc¢a. Povecana ekspresija GASS indukuje apoptozu(programirana Celijska smrt), a

u ljudskom organizmu je povezana sa usporavanjem rasta tumora.



Cilj rada

Ispitati postojanje razlike u nivou ekspresije duge nekodirajuée RNK GASS kod pacijenata sa
nesitnocelijskim karcinomom pluca u odnosu na zdravu populaciju.Takode ispitati postojanje
razlike u nivou ekspresije duge nekodiraju¢e RNK GASS5 kod pacijenata sa nesitnocelijskim
karcinomom pluca u zavisnosti od podtipa nesitnocelijskog karcinoma pluca.l na kraju ispitati
postojanje razlike u nivou duge ekspresije nekodiraju¢e RNK GASS5 kod pacijenata sa

nesitnocelijskim karcinomom pluca zavisno od stadijuma bolesti.
Metod

Istrazivanje je sprovedeno kao klinicko-laboratorijska studija preseka stanja u okviru koje su
ispitanici podeljeni na eksperimentalnu i kontrolnu grupu. Ukljuceni su samo novo
dijagnostikovani pacijenti, to jest pacijenti koji nisu primali nikakvu onkolosku terapiju. Svim
pacijentima je uzet uzorak venske krvi u koli¢ini od 15 ml i u roku od 2h uzorak je
transportovan u frizideru na temperaturi od 4 stepena C do Instituta za molekularnu genetiku 1
geneticko inzenjerstvo gde je dalje obradivan. Za izolaciju RNK iz plazme pacijenata koriS¢en
je miRNeasz Serum/Plasma Kit (Qiagen, Nemacka) primenom modifikovanog protokola.
Ukupna RNK (400 ng) je reverzno transkribovana u cDNK upotrebom RevertAid Reverse
Transcriptase (Thermo Scientific). Kvantitativni PCR (qQPCR-Polimerasa Chain reaction)
metod omogucava preciznu kvantifikaciju PCR produkata u svakom ciklusu PCR reakcije,
odnosno u realnom vremenu(real time PCR). U ovoj studiji korisS¢ene su deskriptivne i

analiticke statisticke metode za statisticku analizu.
Rezultat rada

U studiji je ucestvovalo 72 ispitanika, od kojih je 57 imalo potvrdenu dijagnozu karcinoma
pluca, dok je u kontrolnoj grupi bilo 15 ispitanika. Najveci broj ucesnika obe grupe bio je
muskog pola (72%) dok je manji broj u€esnika bio Zenskog pola (28%). Starost ispitivanih
ucesnika u studiji bila je izmedu 31 1 81 godine, sa medijanom za sve ucesnike od 62 godine.
Pacijenti su bili stariji, sa medijanom od 65 godina, od kontrolnih ispitanika koje su imale
medijanu od 38 godina. GASS5 ekspresija bila je veca u grupi kontrola u odnosu na grupu
pacijenata sa karcinomom pluca. Ova razlika izmedu obolelih 1 kontrolne grupe bila je na
granici statisticke znacajnosti (p = 0.081). Najveca ekspresija uocena je kod pacijenata II
stadijuma bolesti, a najniza kod pacijenata III stadijuma bolesti. Postoji statisti¢ki znacajna
razlika u GASS ekspresiji izmedu pacijenata razli¢itih stadijuma bolesti (p < 0,001). Najveci

pad ekspresije GASS5 vidi se u III stadijumu bolesti koji se statisti¢ki znac¢ajno razlikuje od I



(p <0.001), IT (p <0.001) 1 IV stadijuma (p = 0.0037). Statisticki znacajne razlike nisu
uocene izmedu I 1 IT kao ni izmedu I 1 IV stadijuma bolesti, ali statisticki znacajna razlike u
GASS ekspresiji postoji izmedu II 1 IV stadijuma bolesti (p = 0.033). Za ra¢unanje
mogucnosti GASS5 ekspresije da napravi razliku izmedu pacijenata sa tumorom pluca i
zdravih kontrola koris¢ena je ROC kriva. U nasoj studiji vrednost povrsine ispod krive (area
under the curve — AUC) je bila 0,65 (95% CI: 0,50 — 0,79, p = 0,81), sa optimalnom
senzitivnoscu 1 specificnoséu od 45% 1 73%, redom. ROC kriva kori$¢ena je i za racunanje
mogucnosti GASS ekspresije da utvrdi razliku izmedu pacijenata sa tumorom pluca u III
stadijumu bolesti 1 zdravih ispitanika. U nasoj studiji vrednost povrs$ine ispod krive (area
under the curve — AUC) je bila 0,93 (95% CI: 0,84 — 1,024; p < 0,001), sa optimalnom
senzitivnoscu 1 specifiénoscu od 87% 1 93%, redom. Na kraju, ispitivali smo da li GASS5
ekspresija moze da pomogne u definisanju postajanja razlike izmedu pacijenata I i 11
stadijuma bolesti (kombinovano) i pacijenata u III i IV stadijumu bolesti (kombinovano).
ROC kriva u ovom slucaju, imala je AUC 0,82 (95% CI: 0,71 — 0,92; p < 0,001) uz

senzitivnost od 73% 1 specifi¢nost od 79%.
Zakljucak

GASS ekspresija u odnosu na TNM klasifikaciju tumora progradijentno opada sa T
stadijumom bolesti, tako da je najveca kod T1 stadijuma, a najniza kod T4 stadijuma. Na
slican nac¢in GASS ekspresija opada u odnosu na N stadijum bolesti, te je ekspresija najvisa
kod NO stadijuma, a sa invazijom limfnih ¢vorova GASS5 ekspresija opada. GASS ekspresija
nije se pokazala kao dobar biomarker koji je pokazatelj izmedu zdravih lica i pacijenata I ili
II stadijuma bolesti, te rezultati nase studije ne podrzavaju njegovu upotrebu kao biomarkera
za rano otkrivanje nesitnocelijskog karcinoma pluca. Izracunata je senzitivnost od 45% 1
specifi¢nost od 73%. Nasuprot tome, GASS5 ekspresija se pokazala kao odlican biomarker koji
definiSe razliku izmedu zdravih kontrola i pacijenata u I1I stadijumu bolesti (kada je
ekspresija najmanja) sa optimalnom senzitivno$cu i specificnoséu od 87% i 93%, redom.
GASS ekspresija je pokazala znacajnu prediktivnu vrednost za diskriminaciju izmedu zdravih
kontrola i pacijenata u kasnom stadijumu bolesti, uz senzitivnost od 53% i specificnost od
79%. Na kraju, GAS5 mozZe da bude pokazatelj pacijenata u ranim stadijumima bolesti (I 1 II)

1 kasnim stadijumima bolesti (IIl i IV), i to uz senzitivnost od 73% i specifi¢nost od 79%.

Kljuc¢ne recdi: nesitnocelijski karcinom pluéa, duge nekodirajuée RNK, GASS, TNM
klasifikacija
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Abstract

DIAGNOSTIC IMPORTANCE OF LONG NON-CODING GASS RNK IN
THE PLASMA OF PATIENTS WITH NON-SMALL-CELL LUNG
CARCINOMAS

Introduction

Non-smallcell lung cancer represents the most common lung cancer covering around 85% of
patients with this disease. There are three most common histological subtypes of non-
smallcell lung cancer: adenocarcinoma, squamocellular carcinoma, and large cell lung
carcinoma. Regardless of the approach to treatment, most commonly done by targeted
chemotherapy and radiotherapy, the five-year survival of these patients is only 15%. The
main starting point in the treatment of lung cancer patients is the diseases stage, but since lung
cancer is commonly unsymptomatic, it is usually discovered in one of the late stages.

Consequently, the therapy is often inefficient, resulting in high mortality from this disease.

Current research is directed at discovering new biomarkers for non-small-cell lung cancer
with increasing sensitivity and specificity, with the aim of increasing the possibility of an
early diagnosis and targeted treatment of this disease. The discovery of nucleic acids
originating from cancer cells measurable in peripheral blood of lung cancer patients has
opened the door to the development of new non-invasive techniques for early detection of

molecular biomarkers which could be used for lung cancer diagnosis.

The gene for the long non-coding RNA GASS5 can be found on the 1925 locus: it is around
650 bases long and organized into 12 exones and 11 intrones. Intrones code small nuclear
RNAs which have a part in DNA metillation — therefore in epigenetic regulation. Exones code
several variants of GASS mRNA, but due to the presence of the STOP codons, their results
are not proteins, therefore their transcripts are rejected. GASS expression is reduced in
various types of tumors, including non-small-cell lung cancer. Increased GASS expression

induces apoptosis, which in humans results in reduction of tumor growth.
Objective

The objective of this study was to explore the differences in long non-coding RNA GASS
expression among patients in different stages of non-small-cell lung cancer and healthy
population, the differences in GASS5 expression among different subtypes of non-small-cell

lung cancer, and GASS expression depending on the stage of the disease.



Method

This study was conducted as a clinical and laboratory cross-sectional study with study
participants divided into the experimental and control group. Only newly diagnosed patients
were included, meaning patients not receiving any oncological therapy. All patients supplied a
peripheral blood sample of 15 ml and the sample was transferred in the period of 2 hours to
the Institute for molecular genetics and genetical engineering where it was further analyzed.
RNA was isolated from the plasma by means of miRNeasz Serum/Plasma Kit (Qiagen,
Germany) using a modified protocol. Total RNA (400 ng) was reversely transcribed into
cDNA using RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo Scientific). Quantitative PCR (qPCR)
method was used for precise quantification of PCR products in each product of PCR reaction

in real-time. Descriptive and analytical statistical methods were used for statistical analysis.
Results

There were 72 study subjects, of which 57 had a confirmed diagnosis of non-small-cell lung
cancer and 15 were healthy controls. Study participants were predominantly male (72%) and
their age was between 31 and 81 years, with a median value of 62 years. Patients were older
than the control group with a median of 65, compared to a median of 38. GASS5 expression
was higher in the control group compared to the non-small-cell lung patients group. This
difference between patients and controls was at the limit of statistical significance (p = 0.081).
The highest GASS5 expression was noted among patients in the II stage of the disease, and
lowest in the III stage of the disease. There was a statistically significant difference between
patients at different stages of the disease (p < 0.001). GASS expression was lowest in the III
stadium of the disease which was significantly different from the I (p <0.001), IT (p < 0.001)
and IV stage (p = 0.0037). There were no statistically significant differences between the I
and Il or [ and IV disease stage, nor a difference between the Il and IV stage (p = 0.033).
ROC curves were used to verify the capacity of GASS5 to discriminate between the patients
and healthy controls. In our study, the area under the curve (AUC) was 0.65 (95% CI: 0.50 —
0.79, p = 0.81), with optimal sensitivity and specificity of 45% and 73%, respectively. ROC
curve was used to test the discriminatory potential of GASS expression to differentiate
between lung cancer patients at the III stadium of the disease and healthy congrols. The AUC
in our study was 0.93 (95% CI: 0.84 — 1.024; p < 0.001), with optimal sensitivity and
specificity of 87% and 93%, respectively. Finally, we have examinated whether GASS5

expression can help discriminate between combined patients of I and II stadium of lung



cancer, and combined patients of III and IV stadium. In this case, the AUC was 0.82 (95% CI:
0.71 — 0.92, p <0.001) with a sensitivity of 73% and specificity of 79%.

Conclusion

GASS expression declines with the T stadium of the disease, resulting in patients in T1
stadium having the highest GASS5 expression levels, and T4 patients having the lowest levels.
In a similar way, GASS5 expression declines with the N descriptor, with higher values in NO
stadium, and lower values following the limph node invasion. GASS5 expression did not
proove of value for the discrimination between healthy controls and patients in the I and I1
stadium of lung cancer, therefore it cannot be recommended as a biomarker for early detection
of non-small-cell lung cancer. The sensitivity and specificity in this case were 45% and 73%,
respectively. Contrary to this, GASS5 could very well discriminate between healthy controls
and patients in the III stadium of the disease (with lowest GASS5 expression), with a
sensitivity of 87% and specificity of 93%. GASS5 expression has shown a significant
predictive value when descriminating between the healthy controls and patients in the late
stages of lung cancer (III and IV), with a sensitivity of 53% and specificity of 79%. Finally,
GASS could help us discriminate between patients in the early stages of the disease (I and II)

and late stages of the disease (III and IV), with a sensitivity of 73% and specificity of 79%.

Key words: non-small-cell lung cancer, long non-coding RNA, GASS5, TNM classification.

Scientific area: medicine

Narrow scientific field: pulmology
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1 Uvod

Od karcinoma pluc¢a godisSnje umre oko 1.761.000 ljudi, a oboli 2.093.000 ljudi. Karcinom
pluca predstavlja najces¢i uzrocnik smrti od karcinoma kod muskaraca u 93 zemlje sveta,
ukljucujuéi Srbiju. Ve¢ nekoliko decenija karcinom pluca je najceséi uzrok oboljevanja od
maligniteta na svetskom nivou. Karcinom pluca predstavlja vode¢i uzrok smrti kod pacijenata
obolelih od malignih bolesti 1 u svetu ¢ini oko 31% svih slu¢ajeva kod muskaraca, a 26% kod

zena.

Prvi pisani dokument o karcinomu predstavlja ,,Edwin Smith Papyrus®, koji predstavlja
egipatski opis karcinoma i datira iz 3000. godine pre nove ere (1,2). Hipokrat je joS u V veku
dao ime karcinom bolesti koja ima loSu prognozu. Jasno je da je karcinom plu¢a danas Siroko
rasprostranjeno i znacajno oboljenje koje predstavlja veliki problem za zdravstveni sistem.
Mada nije oduvek bilo tako. Pre 150 godina karcinom pluca je bila jako retka bolest.
Karcinom bronha opisali su Harting i Hesse 1879. godine misle¢i da se radi o sarkomu kod
rudara koji su umirali u Schneeberg-u. Pravi uzrok smrti ovih rudara bila je izlozenost
radijumom. Prema podacima Instituta za patologiju u Drezdenu Nemacka, malignu tumori
pluca su 1878. ¢inili 1% od svih karcinoma dijagnostikovanih obdukcijom. Do 1918 procenat
maligniteta pluca dijagnostikovanih obdukcijom je porastao do otprilike 10%, a do 1927.
godine udeo istih dijagnostkovanih obdukcijom bio je ve¢i od 14%. Springerov priru¢nik
specijalne patologije iz 1930 g. ukazivao je na povecanje ucestalosti karcinoma pluc¢a na
prelazu izmedu dva veka, joS viSe posle Prvog svetskog rata. Primeceno je da su se tumori
pluca znatno ¢esc¢e javljali u muskoj populaciji, ali da je primeéen porast javljanja tumora
pluca i kod Zena. Trajanje bolesti, od prepoznavanja do smrti, obi¢no je bila od pola godine
do dve godine, i iz istorija bolesti uoceno je da su svi pacijenti leCeni od hroni¢nog
bronhitisa.

Sta je uzrokovalo tako dramati¢no poveéanje do tada nejasne bolesti? Tada su kao mogucéi
uzroci navedeni: poveéana zagadenost vazduha gasovima i praSinom izavani industrijskom
proizvodnjom, asfaltiranje puteva, porast broja automobila na ulicama , izloZenost gasu u
Prvom svetskom ratu, pandemija gripa 1918 godine 1 rad sa benzinom ili benzenom.
Medutim, incidenca karcinoma pluca rasla je istom brzinom u zemljama sa malim brojem
automobila, slabo razvijenom industrijom, malim brojem asfaltiranih puteva, i kod radnika
koji nisu bili izlozeni benzinu 1 benzenu. Tada se pusenje prvi put pominje kao jedan od

mogucih etioloskih agenasa. Mnoge studije, sprovedene u to vreme, nisu uspele da ukazu na



povezanost pusenja i karcinoma pluca. Zanimljivo je da je 1929.g. nemacki lekar Fritz Lickint
objavio ¢lanak, koji je ukazivao da su oboleli od tumora plu¢a najverovatnije puSaci. Zatim je
krenuo u krstaski rat protiv pusenja 1 antiduvanski aktivizam je postao Siroko rasprostranjen u
Nemackoj.

Sezdesetih i sedamdesetih godina proglog veka kao najverovatniji uzroénici karcinoma plu¢a
istaknuti su puSenje, zagadenje vazduha, izlozenost azbestu, arsenu, niklu i hromu. Prva
korelacija navike pusenja i raka pluc¢a uocena je od strane klini¢ara 1930g. Nakon toga, broj
studija koje su ukazivale na ovu povezanost je rastao, i dve decenije kasnije, prihvaceno je da
je pusenje uzro¢nik karcinoma pluca. Strogo kontrolisana studija objavljena 1940.g, u
Nemackoj ukazivala je da povecana konzumacija duvana najznacajniji pojedinacni faktor u
povecanju incidence karcinoma pluca (Muller 1940). U to vreme karcinom pluca je postao
drugi najceci uzrok smrti, nakon karcinoma zeluca. Nakon toga objavljen je veci broj studija
koje su ukazivale na jasnu I nedvosmislenu povezanost karcinoma pluca i puSenja. Trebalo je
jo§ vremena da prode da ova povezanost bude opSte prihvacena. Veliki otpor je nailazen od
strane lekara pusaca. PusSenje cigareta je postalo jako popularno s kraja XIX veka. Prvi svetski
rat je znacajno popularizovao pusenje. Vojnici na frontu su pusili kako bi se oslobodili stresa,
Sto je radio i veliki broj civila, ukljucujuéi i Zene. Tokom poslednjih nekoliko decenija doslo
je do promena u histoloskim tipovima karcinoima pluc¢a. Najces¢i tip bio je skvamocelularni
tumor. Adenokarcinom pluca je prvi put uocen 1961.god. Tokom poslednje dve decenije to su
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u nitrozaminima koji su danas glavni karcinogeni u duvanskom dimu.

1.1 Epidemiologija karcinoma pluca

Maligni tumor pluca je odgovoran za skoro 30% smrtnih slu¢ajeva u vezi sa malignomima 1
kod muskaraca i kod zena (2). Samo u Sjedinjenim Americkim Drzavama tokom 2019.

godine oc¢ekivani broj novoobolelih bio je preko 200.000 (3)

Slika 1 prikazuje primarni uzrok smrti od razli¢itih tumora kod muskaraca, dok Slika 2

prikazuje primarni uzrok smrti od razli¢itih tumora kod Zena..



®

Mortzlity, males

lung (93} Prostate (46)

Liver (20) Stomach (10) .
Leukasmia (5] Kapoei sarcoma (4}

Colorectum (3) Lip, oral cavity (2)

Esophagus (2)

Slika 1. Primarni uzrok smrti od tumora kod musSkaraca
(izvor: Bray et al, 2018)

Procenjeno je da se u Sjedinjenim Americkim Drzavama 2008. godine javilo preko 215.000

novih slu¢ajeva karcinoma pluca, i to oko 115.000 kod muskaraca i 100.000 ko Zena. PuSenje

je identifikovano kao vode¢i uzrok nastanka oko 87% svih karcinoma pluc¢a. U poredenju sa

nepusacima, stopa mortaliteta od karcinoma pluca 22 puta je ve¢a kod muskaraca pusaca i 12

puta kod Zena pusaca (4).
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Slika 2. Primarni uzrok smrti od tumora kod Zena
(izvor: Bray et al, 2018)

Procenjeno je da je Srbija 2018. godine imala 6.982.604 stanovnika, a o¢ekivano trajanje
zivota bilo je 75,6 godina ukupno, sa nesto kra¢im oc¢ekivanim trajanjem zivota kod

muskaraca, i to 73,2 godine, nego kod zena — 78,1 godina. U 2018. godini u Srbiji je rodeno
63.975 dece, a umrlo je 101.655 ljudi, tako da je prirodni prirastaj bio -37.680 ljudi. Slika 3

prikazuje rangirane uzroke smrti za 2018. godinu po stopi na 100.000 stanovnika. Na osnovu
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MKB 10 grupa bolesti, uocava se da su najc¢es¢i uzroci smrti bile bolesti sistema krvotoka sa

stopom od 795 na 100.000 stanovnika, dok su tumori bili na drugom mestu sa stopom od 270
na 100.000 stanovnika (5).
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Slika 3. Rang uzroka smrti (stopa na 100.000 stanovnika) po MKB 10 grupama, Srbija,
2018. godina

(izvor: Institut za javno zdravlje ,,Dr Milan Jovanovi¢ Batut®, 2019)

Slika 4 prikazuje standardizovane stope incidencije 1 mortaliteta od karcinoma u centralnoj
Srbiji, po polu, od 1990. godine do 2015. godine (6). UocCava se porast incidencije maligniteta
do 2009. godine, koji je pracen stagnacijom i blagim padom. Trend blagog rasta mortaliteta

uocava se kod muskaraca i1 Zena do 2011. godine, prac¢en stagnacijom i blagim padom do
2015. godine.
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Slika 4. Standardizovana incidencija i moratlitet od karcinoma na 100.000 stanovnika,
centralna Srbija, 1990-2015. godina

(izvor: Institut za javno zdravlje ,,Dr Milan Jovanovi¢ Batut®, 2017)

Slika 5 prikazuje standardizovane stope mortaliteta od vodecih lokalizacija karcinoma na
100.000 stanovnika kod muSkaraca u centralnoj Srbiji od 1990. do 2015. godine . Na slici je
izrazen porast mortaliteta od karcinoma bronha 1 plu¢a (MKB Sifra C34) sve do 2010 godine
kada se uocava blagi pad i stagnacija stope mortaliteta. Karcinomi bronha i plu¢a su ujedno i
naj¢es¢i uzrok smrti od karcinoma kod muskaraca, a pra¢eni su karcinomom kolona i

rektuma, karcinomom Zeluca, prostate i pankreasa (6).
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Slika 5. Standardizovane stope mortaliteta od vodecih lokalizacija karcinoma na 100.000

stanovnika, muSkarci, centralna Srbija, 1990-2015. godina
(izvor: Institut za javno zdravlje ,,Dr Milan Jovanovi¢ Batut“, 2017)

Slika 6 prikazuje standardizovane stope mortaliteta od vodecih lokalizacija karcinoma na
100.000 stanovnika kod zena u centralnoj Srbiji od 1990. do 2015. godine. Vodeéi uzrok
mortaliteta od karcinoma kod Zena u ovom periodu bio je karcinom dojke, koji je do 2000-tih
godina bio u porastu, da bi od 2001. godine usledila stagnacija i blagi pad. Karcinomi pluc¢a i
bronha su u konstantnom porastu od 1990. godine do 2015. godine, a od 2000. godine su
prestigli kolorektalni karcinom, da bi 2015. godine skoro sustigli karcinom dojke. Ostali
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karcinom Zeluca (6).
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Slika 6. Standardizovane stope mortaliteta od vodecih lokalizacija karcinoma na 100.000

stanovnika, Zene, centralna Srbija, 1990-2015. godina
(izvor: Institut za javno zdravlje ,,Dr Milan Jovanovi¢ Batut®, 2017)

Slika 7 prikazuje vodece lokalizacije kod umiranja od malignih tumora kod muskaraca u
centralnoj Srbiji 2015. godine. Karcinom pluca i bronha je najznacajnija lokalizacija malignih
tumora sa 30% udela u ukupnoj smrtnosti od karcinoma kod muskaraca. Ostali naj¢es¢i uzroci
smrti od karcinoma kod muskaraca su karcinom kolona i rektuma, karcinom prostate,
karcinom pankreasa, karcinom zeluca, karcinom mokra¢ne besike, karcinom jetre, karcinom

mozga, karcinom larinksa, kao i leukemije (6).
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Slika 7. Vodecée lokalizacije u umiranju od malignih tumora kod musSkaraca, centralna
Srbija, 2015

(izvor: Institut za javno zdravlje ,,Dr Milan Jovanovi¢ Batut®, 2017)



Slika 8 prikazuje vodece lokalizacije u umiranju od malignih tumora kod Zena u centralnoj
Srbiji 2015. godine. Karcinom pluca i bronha je drugi uzrok umiranja sa udelom od skoro
16% u svim uzrocima smrti od karcinoma, odmah posle karcinoma dojka koji ima udeo od
skoro 19%. Ostali uzroci smrti od karcinoma kod zena su karcinom kolona 1 rektuma,
karcinom pankreasa, karcinom ovarijuma, karcinom grli¢a materice, karcinom jetre, karcinom

zeluca, karcinom mozga, kao i karcinom tela materice (6).
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Slika 8. Vodece lokalizacije u umiranju od malignih tumora kod Zena, centralna Srbia,
2015

(izvor: Institut za javno zdravlje ,,Dr Milan Jovanovi¢ Batut®, 2017)

Slika 9 prikazuje broj obolelih od malignog tumora bronha i pluc¢a po starosnim grupama,
ukupno i po polu. Najveci broj obolelih grupisan je izmedu 55. 1 80. godine zivota, iako se

sporadi¢ni slucajevi uocavaju ve¢ od 35. godine (5).

Slika 10 prikazuje udeo muskaraca i Zena u umiranju od karcinoma bronhija i plu¢a dokom
2018. godine po starosnim grupama. Muskarci naj¢es¢e imaju udeo izmedu 60 1 70% u

ukupnom broju umrlih (5).
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Slika 9. Maligni tumor bronhija i pluéa po starosnim grupama, ukupno i po polu, 2018.
godina
(izvor: Institut za javno zdravlje ,,Dr Milan Jovanovi¢ Batut*, 2019)
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Slika 10. Udeo musSkaraca i Zena u umiranju od malignih tumora bronhija i pluca po

starosnim grupama, 2018. godina
(izvor: Institut za javno zdravlje ,,Dr Milan Jovanovi¢ Batut*, 2019)



1.2 Faktori rizika i prevencija karcinoma pluc¢a

Karcinom pluca predstavlja prvi uzrok mortaliteta u svetu i procenjuje se da je odgovoran za
svaki peti smrni ishod uzrokovan malignim tumorima. Klju¢ni faktor rizik za nastanak ovog
karcinoma predstavlja puSenje, a procenjuje se da u svetu trenutno ima skoro 1 milijardu

pusaca.

1.2.1 PuSenje i karcinom pluca

Duvanski proizvodi povezuju se sa skoro 90% slucajeva karcinoma pluca, te smanjenje
pusSenja i upotrebe ovih proizvoda i dalje predstavlja klju¢ni faktor u smanjenu morbiditeta i
mortaliteta od karcinoma pluca (7). Posebno je interesantan podatak da skoro 80% pusaca
(trenutnih pusaca) zivi u nisko- i srednje-razvijenim zemljama sveta (8). lako je borba protiv
duvanskog dima aktuelna ve¢ decenijama Sirom sveta, ali 1 u nasoj zemlji, reSenje ovog
problema jos uvek nije na vidiku. Potrebno je ista¢i da je prevalencija pusenja visa medu
muskarcima, osobama sa nizim socio-ekonomskim statusom, osobama sa invaliditetom ili
mentalnim poremecajima. Cak i kada se posmatraju niZe- i srednje-razvijene zemlje,
prevalencija puSenja je viSa kod osoba sa nizim socio-ekonomskim statusom, $to kao rezultat

daje nejednako opterecenje karcinomom pluca.

Poseban izazov predstavlja povecana upotreba novih (i starih) duvanskih proizvoda kao §to su
cigare, negoruci duvan, elektronske cigarete, itd. lako se marketinske kampanje u vezi sa
ovim, pogotovo novim proizvodima pozivaju na njihovu smanjenu stetnost ili potpunu
neskodljivost, jos uvek je rano za procenu dugoro¢nih efekata pusenja ovih alternativnih
duvanskih proizvoda. Jo§ jednu nepoznanicu predstavlja i uticaj novih duvanskih proizvoda
na prestanak pusenja, Sto predstavlja jo$ jedan Cesti stub marketinskih kampanja u vezi sa
novim duvanskim proizvodima. Jedno medunarodno istrazivanje kod puSaca starijih od 15
godina pokazalo je da ¢ak 20% njih koristi, pored cigareta, 1 bar jedan novi duvanski

proizvod, kao $to su elektronske cigarete, cigarete sa zagrevanjem duvana, itd (9).

Na nastanak karcinoma pluca uticu genetske predispozicije osobe. Studije su pokazale da
rizik od karcinoma kod bliskih srodnika moze da bude i do 25% uvecan u slu¢aju da postoji

srodnik oboleo od karcinoma pluca (10).

Na nastanak karcinoma plu¢a mogu uticati i niski nivoi razli¢itih antioksidanasa u serumu.
Najcescée se u vezu sa ovim malignomom dovode vitamini A, C, E, kao i B-karoten, koji imaju

protektivnu ulogu.



Ne treba zaboraviti i profesionalne uzroke nastanka karcinoma pluca. Najcesée se u vezu sa
ovim karcinomom dovodi izloZenost azbestu, berilijumu, hromu, niklu, kadmijumu,
berilijumu, silicijumu, a znacajna je i izlozenost policiklicnim aromati¢nim ugljovodonicima.
Profesionalna izloZenost se dovodi u vezu sa oko 5% 1 10% mortaliteta kod Zena 1 muskaraca

u svetu (10).

Na kraju, karcinom plu¢a moZze nastati na polju drugih pluénih bolesti, a u ovoj grupi se

najces¢e pominju tuberkuloza, fibroza, silikoza, hroni¢ni bronhitis i emfizem (10).

1.2.2 Prevencija karcinoma pluéa

Prestanak pusenja i dalje predstavlja primarnu prevenciju karcinoma pluca i zbog toga su
Sirom sveta organizovani programi za savetovanje, podrsku 1 leCenje zavisnosti od duvana.
Uticaj dvostruke ili viSestruke upotrebe duvanskih proizvoda (npr. cigarete zajedno sa
elektronskim cigaretama) na razvoj karcinoma pluca jos uvek je nejasan. Postoji opste
oc¢ekivanje da ¢e upotreba alternativnih duvanskih proizvoda koji nisu zasnovani na
sagorevanju duvana dovesti dugoro¢no do smanjenja morbiditeta i mortaliteta od karcinoma

pluca, ali je suviSe rano da bi mogao da se donese bilo kakav zakljucak.

Moderna istrazivanja fokusirala su se na upotrebu elektronskih sistema za dopremanje
nikotina (electronic nicotine delivery systems — ENDS), ali je suviSe rano za zakljucke u vezi
sa dugoro¢nim zdravstvenim posledicama, pogotovo u populaciji mladih ljudi ili trudnica.
Istrazivanja su pokazala da je upotreba ENDS uspesnija kao terapija za ostavljanje cigareta,

ali samo uz bihevioralnu podrsku (11).

Zajednicki zakljucak svega gore navedenog ukazuje da je globalna kontrola upotrebe duvana
osnov za postizanje uspeha u smanjenju morbiditeta od svih bolesti koje su povezane sa
upotrebom duvana, pa samim tim i smanjenjem morbiditeta od karcinoma pluca. Ovo je

moguce posti¢i kroz Cetiri globalne prakse zasnovane na dokazima (12), a to su:

1. Povecanje cene duvana;
2. Zabrana pusenja — politika za prostore bez duvanskog dima;
3. Agresivne medijske kampanje;
4. Pristup terapiji za prestanak pusenja.
Poslednji od navedenih klju¢nih faktora za smanjenje prevalence pusenja i posledi¢no

smanjenje morbiditeta od oboljenja povezanih sa pusenjem predstavlja poseban izazov u

zemljama sa srednjim i niskim prihodima, a kao rezultat inicijative Alijanse za leCenje



zavisnosti od duvana oko 9.000 zdravstvenih radnika u ovim zemljama obuceno je u vezi sa

lecenjem od zavisnosti od duvana (13).

Iako je prestanak pusenja odavno poznat kao metod primarne prevencije karcinoma pluca, kao
1 ostalih karcinoma povezanih sa upotrebom duvana, sada je jasno da je prestanak pusenja i
klju€an metod tercijarne prevencije kod karcinoma pluca. Drugacdije re¢eno, nastavak
upotrebe duvana ima viSestruki negativni efekat na leenje karcinoma pluca ukljucujuci

(7,14):

1. Krace prezivljavanje;
Veca verovatnoca recidiva bolesti;
Pojava drugih primarnih maligniteta;

Ve¢i broj simptoma;

nok WD

Nizi kvalitet Zivota.

Prestanak pusenja kod pacijenata obolelih od karcinoma pluca je toliko znacajan faktor, da je
Medunarodna asocijacija za proucavanje karcinoma pluca (International Association for the
Study of Lung Cancer — IASLC) savetovanje pacijenata da prestanu da puse 1 leCenje od
zavisnosti od duvana dodala kao indikator visoko-kvalitetne nege pacijenata obolelih od ove

bolesti (15).

Sekundarna prevencija karcinoma plu¢a podrazumeva rano otkrivanje i blagovremeno lecenje
ove bolesti. Idealan test koji bi mogao da se koristi za rano otkrivanje karcinoma pluca treba
da bude osetljiv, jednostavan, brz i finansijski isplativ. Efekat je moguce povecati tako Sto bi
skriningom bile obuhvacene rizi¢ne grupe, a kada je re¢ o karcinomu pluca, rizi¢ne grupe
predstavljaju individue genetski predisponirane za malignitet pluca, a idealan test bi

predstavljala detekcija abnormalnog genetskog materijala u sputumu ili plazmi periferne krvi.

Skrining za karcinom pluc¢a upotrebom kompjuterizovane tomografije niske doze ve¢ dugo je
poznata metoda za rano otkrivanje karcinoma pluca. Ipak, neophodno je imati na umu da se
ova metoda znacajno razlikuje od drugih skrining programa, kao §to je upotreba mamografije
za skrining karcinoma dojke, gde je skrining preporucen svim osobama u odredenim
godinama. Zbog implikacija koje rezultati kompjuterizovane tomografije mogu imati po
pacijenta, u smislu kasnijih dodatnih analiza, invazivne dijagnostike, i hirurSkih intervencija,
neophodno je uvek razmisljati o postupcima koji ¢e doneti najveci benefit pacijentu, uz

najmanje potencijalne negativne efekte.



Pristup u proceni rizika od karcinoma pluca prvenstveno je bio zasnovan na godinama i broju
pakli cigareta koje pacijent pusi, medutim ovaj pristup mozda i nije najoptimalniji, pokazala
su istrazivanja koja su ukljucivala pacijente sa rizikom procenjenim na ovaj nacin i
podvrgnutim kompjuterizovanoj tomografiji niske doze (16). Drugaciji pogled na ovaj
problem dali su autori iz Severne Amerike, koji su pokazali da bi tek oko 40% pacijenata koji
imaju karcinom pluca bili oznaceni kao rizi¢ni po kriterijjuma Americ¢ke akcione grupe za
preventivne usluge (U.S. Preventive Services Task Force — USPSTF). To znaci da bi ¢ak 60%
pacijenata obolelih od karcinoma pluc¢a u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama 1 Kanadi bilo

oznaceno kao nedovoljno visokog rizika da bi uéestvovali u skrining programu (17).

Poslednje studije objavljene u Sjedinjenim Americkim Drzavama, u Evropi i Aziji pokazale
su da upotreba kompjuterizovane tomografije niske doze smanjuje desetogodisnji mortalitet

od karcinoma pluca za oko 25% kod muskaraca i1 skoro 40% kod Zena (18,19).

Poslednjih godina sve se viSe paznje posvecuje neinvazivnom skriningu koji ukljucuje
biomarkere kao $to je prisustvo razli€itih volatilnih organskih komponenti (volatile organic
compounds — VOCs) u izdahnutom vazduhu. Ovaj vid skrininga zasniva se prvenstveno na

analizi specifi¢nih molekula u izdahnutom vazduhu.

Skrining koji se zasniva na biomarkerima u telesnim te¢nostima, kao §to je prisustvo miRNK
koji koje kontroliSu ekspresiju kljunih gena povezanih sa genezom tumora, predstavlja slican
pokusaj da se rano otkriju karcinomi plu¢a. Neophodno je imati na umu da su ove metode tek
u pocetnoj fazi razvoja i da jo§ uvek ne mozemo govoriti o njithovoj prakti¢noj primeni, ve¢ o

istrazivanjima na ovu temu.
Nase istrazivanje GAS5 duge nekodiraju¢e RNK predstavlja jedan mali korak u pravcu

otkrivanja razlicitih kandidata koji mogu pomo¢i u ranom otkrivanju, stejdzingu, prognozi i

prac¢enju terapije nesitnocelijskog karcinoma pluca.



1.3 Tumori pluca

Svetska zdravstvena organizacija (SZO) objavila je 2015. godine reviziju klasifikacije tumora

pluca (20). Po ovoj klasifikaciji, tumori pluca dele se na:

Epitelne tumore;
Mezenhimalne tumore;
Limfohistiocisti¢ne tumore;

Tumore ektopicnog porekla i

A e

Metastatske tumore;

Vecina tumora pluca pripadaju patohistoloskoj kategoriji epitelnih tumora. Benigni tumori su
retke lezije 1 ¢ine manje od 1% svih operisanih tumora plu¢a. Svi nebronhogeni primarni
tumori (mezenhimskog, epitelijskog, limforetikularnog i vaskularnog porekla) ¢ine samo 3%
do 5% svih tumora pluca, i vecina ovih retkih tumora (izuzev karcinoida i hamartoma) ima
manje od 100 slucajeva opisanih u literaturi (21). Ne postoji opste prihvacena klasifikacija,
ali je poznavanje ovih tipova tumora znac¢ajno u diferencijalnoj dijagnozi pacijenata sa

solitarnim ili multiplim promenama u plu¢ima.

U nomenklaturi tumora pluca, izraz ,,benigno* se ¢esto pogresno koristi, jer se neoplazme
niskog stepena malignosti, zbog slabog potencijala za metastaziranje, ¢esto imenuju kao

benigne ¢ime se medu pacijentima formira lazni osecaj sigurnosti (22).

1.3.1 Epitelni tumori plu¢a — karcinom pluc¢a

Epitelni tumori pluca jesu grupa razli¢itih patohistoloskih tipova tumora koji se nazivaju
karcinomi pluc¢a. 2015. godine SZO je objavila novo izdanje ,,Klasifikacije tumora pluca,
pleure, timusa i srca®, ali je ,,Nacionalni vodi¢ dobre klini¢ke prakse — Karcinom pluc¢a“

zasnovan na klasifikaciji iz 2004. godine.
1.3.1.1 Podela karcinoma pluca

Karcinomi pluéa dele se na sledeée podtipove:

1. Skvamocelularni karcinom pluca
a. Sitnocelijski;
b. Svetlo¢elijski;

c. Papilarni;



d. Bazaloidni;
2. Mikrocelularni karcinom pluca (sitnoc¢elijski sa neuroendokrinom diferencijacijom
a. Kombinovan sa krupnocelijskim karcinomom (naj¢esce sa slabo
diferentovanim skvamocelularnim karcinomom);
3. Adenokarcinom pluca
Mesovit;

a.
b. Acinarni;

e

Papilarni;

&

Bronhioalveolarni
1. Nemucinozni;
ii. Mucinozni;
e. Mesoviti, nemucinozni i mucinozni ili nedeterminisanti;
f.  Solidni;
4. Krupnocelijski karcinom pluca
a. Neuroendokrini tip;
b. Kombinovan i sa drugim krupnocelijskim karcinomima;
c. Bazaloidni;
d. Limfoepiteliomu slican;
e. Svetlocelijski tip;
f. Sarabdoidnim fenotipom;
5. Adenoskvamozni karcinom
6. Sarkomatoidni karcinom
a. Pleomorfni;
b. Vretenastocelijski;
c. Gigantocelularni;
d. Karcinosarkom;
e. Pluc¢ni blastom;
7. Karcinoid tumor
a. Tipicni;
b. Atipicni;
8. Karcinomi pljuvacnih zlezda
a. Muko-epidermoidni;
b. Adenoid-cisti¢ni;

c. Epitelijalno-mioepitelijalni;



9. Premaligne lezije
a. Displazija epitela i intraepitelijalni karcinom (,,in situ‘);
b. Atipi¢na adenomatozna hiperplazija;

c. Difuzna idiopatska plu¢na neuroendokrina hiperplazija

S obzirom da postoje velike razlike u terapijskom pristupu pacijentima sa sitnocelijskim
karcinomom 1 drugim vrstama karcinoma pluca, sve primarne maligne tumore plu¢a u

klini¢koj praksi delimo na nesitnocelijske i sitnocelijske karcinome pluc¢a (23).

1.3.2 Nesitnoéelijski karcinomi pluca

Nesitnocelijski karcinomi pluc¢a (non-small-cell lung carcinoma — NSCLC) predstavljaju bilo
koji epitelni tumor pluca (karcinom) koji nije sitnocelijski (small cell lung carcinoma —
SCLC). Nesitnocelijski karcinom pluca predstavlja naj¢esci podtip karcinoma pluca (oko
85%), a ujedno je 1 najcesci je primarni tumor koji metastazira u mozak (24,25).
Nesitnocelijski karcinom pluca je po svom patohistoloskom tipu najcesce: adenokarcinom,

skvamocelularni karcinom i krupnocelijski karcinom.
1.3.2.1 Adenokarcinom pluca

Adenokarcinom je invazivni, maligni, epitelni tumor sa glandularnom diferencijacijom,
produkcijom mukusa ili ekspresijom markera pneumocita. Ovo je najcesci Celijski podtip
nesitnocelijskog karcinoma pluca 1 njegov udeo je izmedu 40% do 50% u svim slucajevima
karcinoma pluc¢a. Kod adenokarcinoma najcescée se javljaju periferne lezije, ali se ¢esto kao
primarna manifestacija bolesti javljaju udaljene metastaze. Ova vrsta tumora ¢esto nastaje na
terenu oziljaka od prethodnih bolesti plu¢a. Slika 11 prikazuje adenokarcinom pluc¢a na

histoloskom preparatu.



Slika 11. Adenokarcinom pluca

1.3.2.2 Skvamocelularni karcinom pluca

Skvamocelularni karcinom je maligni, epitelni tumor koji karakteriSe keratinizacija i/ili
intercelularni mostovi. Kao 1 svi karcinomi pluéa, ali mnogo izrazenije nego adenokarcinom

pluéa, skvamocelularni karcinom pluca je povezan sa navikom pusenja (20).

Skvamocelularni karcinom pluca karakteriSe spor rast i kasno davanje metastaza, pretezno u
jetru, nadbubrezne zlezde, bubrege 1 kosti. Tipi¢na prezentacija podrazumeva centralno
pozicioniran tumor koji moze biti lokalizovan endobronhijalno 1 davati opstruktivnu leziju sa
pridruzenom atelektazom ili postopstruktivnom pneumonijom. Sklon je kavitaciji. U slucaju
da je prisutna kavitacija, unutrasnji zid je obi¢no nepravilno zadebljao, a kada je prisutna i
sekundarna infekcija moze se razviti nivo vazduha i tecnosti (26). Izrazena nekroza moze da
dovede do formiranja cisti¢ne promene sa tankim zidom. Skvamocelularni karcinom je
najces¢i histoloski tip koji se nalazi kod Pancoast ili tumora gornjeg sulkusa (27). Slika 12

prikazuje skvamocelularni karcinom pluc¢a na histoloSkom preparatu.



Slika 12. Skvamocelularni karcinom pluca

1.3.2.3 Krupnodelijski karcinom pluéa

Krupnocelijski karcinom pluéa jeste nediferencirani nesitnocelijski karcinom kome nedostaju
citoloske, arhitektonske i imunohistohemijske karakteristike sitnocelijskog karcinoma,
adenokarcinoma, ili skvamocelularnog karcinoma pluca. Zbog toga je za dijagnozu

neophodan opsezan uzorak tumora, i nije je moguce postaviti na osnovu citoloskih uzoraka.

U vedini slu¢ajeva, krupnocelijski karcinom se prezentuje kao periferna promena. Cesto se
javlja kavitacija i klasifikacija tumora. Ovaj tip tumora brzo raste i metastazira limfnim i
hematogenim putevima, dajuci ¢esto hilarnu ili medijastinalnu limfopatiju (27). Karcinom
dzinovskih ¢elija predstavlja podtip sa vise gigantskih ¢elija i agresivnijim tokom, $to je
praceno loSijom prognozom. Varijanta karcinoma velikih ¢elija je 1 neuroendokrini karcinom
velikih ¢elija ili neuroendokrini karcinom srednje velikih ¢elija, koji takode imaju losiju
prognozu od klasi¢nog oblika. Neuroendokrina aktivnost ih takode svrstava u grupu

neuroendokrinih tumora pluca (atipiéni i tipi¢ni karcinoid, sitnocelijski karcinom).



1.3.3 Sitnocelijski karcinom pluéa

Sitnocelijski karcinom pluca je maligni epitelni tumor pluca koji se sastoji od malih ¢elija sa
oskudnom citoplazmom, loSe definisanim granicama, fino distribuisanim granularnim
hromatinom jedra, kao i nepostoje¢im ili inkapsuliranim jedarcem. Celije su okrugle, ovalne
ili vretenastog oblika. NajCesScée je uocljiva izrazena nekroza i visok mitotski broj. Najveci
broj sitnocelijskih tumora eksprimira neuroendokrine imunohistohemijske markere (20).
Sitnocelijski karcinom pluca je brzo rastuci, izuzetno agresivan oblik karcinoma pluc¢a koji
odlikuje kratko prezivljavanje i smatra se da je u momentu dijagnostike ve¢ metastazirao. Ovi
tumori verovatno nastaju iz neuroendokrinih ¢elija, koje sadrze neurosekretorne granule i

mogu izlucivati peptidne hormone (28).

Tipi¢na prezentacija ukljucuje centralno lokalizovan tumor. Brzo infiltriSe medijastinum 1

medijastinalne strukture. Slika 13 prikazuje sitnocelijski karcinom pluca

Slika 13. Sitnocelijski karcinom pluca

Retka prezentacija bolesti je i solitarna leziju unutar parenhima pluca, karakterisit¢na za
nesitnocelijske tumore pluc¢a. Moze biti prisutan i pleuralni i perikardni izliv, a ako se dokaze

da je maligne etiologije, ukazuje na stejdzing bolesti i ishod lecenja.
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1.4 Dijagnostika karcinoma pluca

Dijagnosti¢kim postupcima dokazujemo prirodu bolesti ali 1 procenu prosirenosti bolesti, §to

je temelj odredjivanja adekvatnog modaliteta lecenja.

Opsti dijagnosticki postupak obuhvata anamnezu i fizicki pregled uz rutinske laboratorijske
analize krvi predstavljaju prvi korak u planiranju dalje dijagnostike. Procena performans
statusa je neophodna da bi se procenila realna moguénost da organizam obolelog moze da

izdrzi primenjeno leCenje i odredjen stepen kvaliteta Zivota.

Dijagnosticki prostupci se mogu podeliti na neinvazivne i invazivne dijagnosticke postupke.
Potrebno je voditi se principom §to manje invazivnosti za pacijenta, ali obezbediti dovoljno
veliki 1 kvalitetan uzorak kako bi se bolest tacno dijagnostikovala, a histoloska analiza

omogucila razlikovanje histoloskih subtipova tumora.

1.4.1 Neinvazivna dijagnostika

Neinvazivni dijagnostic¢ki postupci podrazumevaju:

1. Citologiju sputuma;

2. Radiografiju pluca;

3. Kompjuterizovanu tomografiju grudnog kosa;

4. Magnetnu rezonancu grudnog kosa;

5. Kompjuterizovanu tomografiju i magnetnu rezonancu glave;
6. Pozitron emisionu tomografiju (PET);

7. Ultrazvuk grudnog kosa;

8. Ultrazvuk trbuha;

9.

Scintigrafiju skeleta.

10. Virtuelna bronhoskopija
1.4.1.1 Citologija sputuma

Citologija sputuma je Cesto pozitivna kod centralno lokalizovanih tumora. Nalaz na
malignitet je tacan u viSe od 90% slucajeva. Ipak, nije precizno razlikovanje histoloSkih

subtipova iz ovog tipa uzorka (29).

1.4.1.2 Radiografija pluca

11



Radiografija pluca je osnov dijagnostike za postoje¢u klinicku pluénu simptomatologiju.
Ovom metodom se inicijalno utvrduje prisustvo promene u plu¢ima. Ukoliko je radiografski
nalaz pluca referentan, to ne iskljucuje prisustvo tumora, te su indikovana dodatna ispitivanja.
Slika 14 prikazuje radiografiju grudnog kosa pacijenta kod kojeg je dijagnostikovan

nesitnocelijski karcinom pluca (30).

Slika 14. Radiografija pacijenta sa karcinomom pluca

1.4.1.3 Kompjuterizovana tomografija

Kompjuterizovana tomografija(CT) grudnog kosa i gornjeg abdomena predstavlja osnovnu
metodu za radiolosku potvrdu prisustva karcinoma pluca i procenu rasirenosti istog.
Preporucuje se sprovodenje ove dijagnosticke metode pre bronhoskopije kako bi se dalje
usmerila dijagnostika. Predstavlja neophodan korak kod svih bolesnika kod kojih se razmislja
o hirur§kom lecenju. Ako su na snimku kompjuterizovane tomografije vidljive limfne Zlezde
vec¢e od 1 cm u najmanjem diametru, nalaz sugeriSe na postojanje regionalnih metastaza u tim
&vorovima. Sto se ti¢e maligno izmenjenih limfnih Zlezda u medijastinumu,
kompjuterizovana tomografija ima pozitivhu prediktivnu vrednost od 56%, a negativnu
prediktnivnu vrednost od 83% (29). Slika 15 prikazuje kompjuterizovanu tomografiju

grudnog kosa.

12



s
' be w

Slika 15. Kompjuterizovana tomografija grudnog kosSa pacijenta sa karcinomom pluca

1.4.1.4 Magnetna rezonanca grudnog koSa

Magnetna rezonanca grudnog kosa je indikovana kod tumora koji suspektno infiltrisu zid
grudnog kosa, organe medijastinuma (velike krvne sudove, srce i1 sr¢ane Supljine). Slika 16

prikazuje snimak magnetnom rezonancom pacijenta sa nesitnocelijskim karcinomom pluca

31).
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Slika 16. Magnetna rezonanca grudnog koSa pacijenta sa karcinomom pluca

1.4.1.5 Ultrazvuk grudnog kosa i trbuha

Ultrazvuk grudnog kosa se koristi pri planiranju iglene biopsije perifernog tumora koji je u
kontaktu sa zidom grudnog kosa ili medijastinalnim organima. Ultrazvuk se koristi za
odredivanje dubine i smera punkcije. Ultrazvuk trbuha se koristi za procenu rasirenosti

bolesti, gde nalaz uvecanja odredenih organa moze ukazati na metastatsku bolest.

1.4.1.6 Scintigrafija skeleta

Scintigrafija skeleta predstavlja izuzetno senzitivnu metodu nuklearne medicine u kojoj se
koristi marker kao §to je tehnecijum-99m (*’™Tc) koji skelet brzo apsorbuje i omogucéava

vizualizaciju patoloskog deponovanja usled malignih ili benignih promena (Slika 17) (32).
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Slika 17. Scintigrafija skeleta

(izvor: www.wikipedia.org)

Precizniji stejdzing je svakako i u vezi sa ve¢om dostupnosc¢u dijagnosti¢kih procedura, pa i
primenom pozitron emisinom tomografije , koja se danas sve vise koristi ve¢ u pocetnoj
dijagnostici. Ova metoda se zasniva na osobini tumorskih ¢elija da pojacano unose
radioizotop 18 F-fluorodezoksiglukoze FDG. Ta metabolicka aktivnost tumorskih ¢elija se
definiSe SUV-om)Standardized Uptake Value. Studije su pokazale da je ¢ak 62% pacijenata
imalo promenu stadijuma TNM nakon PET snimanja, u kojoj je do 52% rezultiralo
promenom modaliteta lecenja (33). Za evaluaciju primarnog tumora koristi se PET/CT, s tim
da se mogu pojaviti 1 lazno pozitivni rezultati uzrokovani metabolic¢ki aktivnim infektivnim
ili zapaljenskim lezijama. Granulomatozna oboljenja poput sarkoidoze, tuberkuloze ili
gljiviénih granuloma obi¢no dovod do znacajne akumulacije FDG. Takode, FDG nije
pogodan za stejdzing ako su lezije premale (2 cm ili manje) 1 ispod praga rezolucije PET-e

(34).

VIRTUELNA BRONHOSKOPIJA predstavlja kombinaciju spiralnog skenera (CT) I
virtuelnih kompjuterskih tehnika kojima se vrsi trodimenzionalna rekonstrukcija slike

disajnih puteva.
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1.4.2 Invazivna dijagnostika

Cilj invazivne dijagnostike jeste dobijanje materijala za histopatolosku analizu, ¢ime je

moguce potvrditi bolest 1 obezbediti informacije o rasirenosti iste.
1.4.2.1 Bronhoskopija

Bronhoskopija je prva metoda za dokazivanje 1 histopatolosku potvrdu prisutnog karcinoma
pluca. Moze da se izvodi u lokalnoj infiltrativnoj anesteziji (fleksibilna bronhoskopija) ili u
opstoj anesteziji (rigidna bronhoskopija). Resava 57% opstrukcija velikih disajnih puteva i
43% dilataciju istih (35). Ova intervencija mozZe biti 1 terapijska 1 palijativna. Kod postojanja
perifernih tumora, uvecanih Igl uzorci za citoloski pregled dobijaju se transbronhijalnom
iglenom aspiracijom(transbronchial needle aspiration). Fluorescentna bronhoskopija se koristi
za otkrivanje ranih promena u zidu bronha, karcinoma in situ. Bronhoskopija se koristi i u
terapijske svrhe, radi ekstrakcije stranog tela i evakuaciju sekreta u traheobronhijalnom
stablu. EBUS- endobronhijalni ultrazvuk predstavlja kombinaciju ultrazvuka i1 bronhoskopije
a koristi se za procenu raSirenosti bolesti ka sredogrudju. EBUS je specifi¢niji i senzitivniji

0.80-0.87 u odnosu na virtuelanu bronhoskopiju gde je 0.80 (36)

Perkutana iglena biopsija tumora je pouzdana do 90% za dijagnostiku perifernih tumora

pluca.

Pleuralna punkcija i biopsija pleure se koriste za dijagnostiku i1 evakuaciju pleuralnih izliva

radi dokazivanja maligne etilogije.
1.4.2.2 Invazivni hirurski dijagnosticki postupci

U slucajevima kada prethodnim postupcima nije moguce potvrditi prisustvo karcinoma pluc¢a

indikovana je hirurSka dijagnostika:

- Cervikalna medijastinoskopija koja se primenjuje kod dokazivanja prisustva malignih
¢elija u limfnim ¢vorovima sredogrudja:gornjih desnih i levih paratrahealnih Lgl (2D
I2L), desnih i levih donjih paratrahealnih Igl(4Li 4D) i subkarinealnih Igl (7)

- Video-asistirana torakoskopija (VATS)-kojom vizuelizujemo sve patoloske promene
na plu¢ima i pleuri kamerom 1 ciljano se uzimaju uzorci promenjenog tkiva. Ova
minimalno invazivna metoda se koristi i u dijagnostic¢ke ali i u terapijske svrhe.
Pacijenti koji inace ne bi bili kandidati za operaciju zbog starijeg uzrasta ili znacajnih

komorbiditeta neretko mogu da se podvrgnu VATS (37).
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- VAMLA je video asistirana medijastinoskopska limfadenektomija (38)
- TEMLA je transcervikalna ekstenzivna medijastinoskopska limfadenektomija (39)
- Otvorena biopsija pluc¢a je danas potisnuta metoda ali kad sve ostale primenjene

dijagnosticke procedure nisu dokazale bolest i ona je dragocena.
1.5 Stejdzing nesitnocelijskog karcinoma pluca

Stejdzing kod karcinoma predstavlja neophodan korak, zasnovan na razli¢itim deskriptorima,
koji zajedno odreduju prognozu bolesti. Tokom vremena klasifikacija tumora u toraksu
revidirana je viSe puta, a ove revizije zasnovane su najc¢esce na sve vecoj bazi sa podacima o
prezivljavanju pacijenata tokom vremena (40). Sistem za stejdzing ,, Tumor-Nodulus-
Metastaza* (TNM) upotrebljavaju najveca svetska udruzenja koja se bave istrazivanjem i
leCenjem malignih tumora. U Januaru 2017. godine objavljena je poslednja, 8. revizija
Americkog zajedni¢kog komiteta za karcinome (American Joint Committee on Cancer —
AJCC) u vezi sa stejdzingom karcinoma pluéa (41). Ova revizija zasnovana je na
najdetaljnijoj bazi u koju je ukljuceno skoro 95.000 pacijenata iz 46 centara u preko 19

zemalja Sirom sveta. Pacijenti su uglavnom evropskog i azijskog porekla.

Precizno odredivanje preoperativnog stadijuma kod pacijenata sa nesitnocelijskim
karcinomom pluca je vazno za izbor pacijenata sa lokalizovanom bole$¢u koji mogu da se
podvrgnu hirur§kom lecenju sa ciljem da se tumor radikalno odstrani. U toj preoperativnoj
proceni pomaze nam i pozitron-emisiona tomografija (PET) da bi se procenila rasirenost
bolesti (26). Prema Vodicu dobre klinicke prakse za karcinome pluca iz 2012. g., u Srbiji je
za stejdzing nesitnocelijskog karcinoma pluca u upotrebi 7. edicija TNM klasifikacije, ali je u

nasoj studiji koriS¢ena 8. edicija koja ¢e biti predstavljena.

TNM Kklasifikacija sluzi za procenu karakteristika primarnog tumora (T), regionalnih limfnih
¢vorova (N) i metastaza (M). Na osnovu TNM Kklasifikacije radi se staging (engl. stage =
faza, stadijum) koji je polazna osnova za odredivanje terapije, predvidanje evolucije i

prognoze bolesti, kao 1 pracenje efekata terapije.

1.5.1 Primarni tumor — T deskriptor

T deskriptor prema 8. reviziji TNM stejdzing sistema sastoji se od veli¢ine tumora, invazije

tumora 1 lokacije odvojenog tumora u odnosu na primarni tumor. 8. revizija preciznije
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klasifikuje veli¢inu tumora . Ova promena zasnovana je na prognostickoj diferencijaciji koja
je obradena na preko 30.000 pacijenata sa dijagnostikovanim nesitnocelijskim karcinomom
plu¢a. Validacija je potvrdila ,,cut-off* vrednost od 3 cm za T1 i T2 tumore. Dalja analiza u
vezi sa petogodi$njim prezivljavanjem potvrdila je slede¢u grani¢nu vrednost od 5 cm za
diferencijaciju izmedu T2 i T3 klase. ,,Cut-off* od 7 cm ¢ini razliku izmedu T3 i T4 klase.
Uvedene su nove kategorije Tis 1 T1mi za adenokarcinome, jer je Tis u 7. reviziji koris¢ena
koji se prezentuju kao ,,ground-glass* noduli manji od 3 cm klasifikuju se kao Tis (tumor in
situ). Ovakav nodul se smatra za T1 samo ako je ve¢i od 3 cm. T1mi ozna¢ava minimalno

invazivni karcinom.

Tabela 1. TNM stejdZing 8. revizija — T deskriptor

T . . . TNM?7
deskriptor Karakteristike primarnog tumora
Celije tumora u sputumu ili uzorku bronhijalne lavaze, ali bez radiologki ili
TX C
bronhoskopski vidljivog tumora
TO Nema znakova tumora
Tis Carcinoma in situ

Tumor 3 c¢m ili manji u najve¢em dijametru, okruzen plué¢nim tkivom ili
Tl visceralnom pleurom, bez bronhoskopski vidljive invazije proksimalno od
lobarnih bronha, lokalizovan van glavnog bronhija

T1mi Minimalno invazivan adenokarcinom
Tla Tumor 1 c¢m ili manji i
T1b Tumor veci od 1 cm, ali ne ve¢i od 2 cm u najvecem dijametru .
Tlc Tumor veci od 2 cm, ali ne ve¢i od 3 cm u najvecem dijametru o
ksk
Tumor veéi od 3 cm, ali manji od 5 cm, ili tumor koji zahvata glavni na bilo
T2 kojoj udaljenosti od karine traheje, ali ne zahvata karinu traheje, zahvata
visceralnu pleuru, udruzen je sa atelektazom ili opstruktivnim
pneumonitisom koji se §iri na hilarnu regiju i zahvata deo ili cela pluc¢a
T2a tumor veéi od 3 cm, ali manji od 4 cm u najvecoj dimenziji o
T2b tumor ve¢i od 4 cm, ali manji od 5 cm u najvecoj dimenziji o
skk
tumor veéi od 5 cm ali ne ve¢i od 7 cm ili direktno urastanje (zahvatanje):
T3 parijetalne pleure, zida grudnog kosa (ukljucujuc¢i i tumor gornjeg sulkusa),
freni¢nog nerva, parijetalnog perikarda; ili odvojeni tumorski nodus(i) u
istom reznju kao i primarni tumor
ksk
Tumor veéi od 7 cm ili bilo koje veli¢ine koji zahvata: dijafragmu,
T4 medijastinum, srce, velike krvne sudove, traheju, rekurentni nerv, jednjak,

ki¢mene prsljenove i karinu traheje; odvojeni nodusi u razli¢itiom reznju
istog pluc¢a kao primarni tumor
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Napomene: * uvedena nova klasa; ** promenjen opis klase.

T kategorija se odnosi 1 na invaziju tumora u okolne strukture. Invazija glavnih bronhija je
redukovana sa T3 na T2, kao i potpuna atelektaza ili pneumonitis. Sa druge strane, invazija
dijafragme je unapredena sa T2 na T3 kategoriju. Ukljuenost medijastinalne pleure viSe ne

spada u T deskriptor (41).

Tabela 1 prikazuje karakteristike T deskriptora 8. TNM revizije, uz napomenu kada se T

klasa ili opis klase razlikuju u odnosu na 7. TNM reviziju.

1.5.2 Regionalni limfni ¢vorovi — N deskriptor

Deskriptor za regionalne limfne ¢vorove (N deskrptor) nije se promenio u 8. reviziji TNM
klasifikacije u odnosu na 7. reviziju. Ovakva odluka doneta je zbog toga $to se pokazalo da su
prediktori koji uti¢u na prognozu ostali isti (42). Tabela 2 prikazuje N deskriptor u 8. reviziji

TNM Kklasifikecije.

Klasifikacija metastatskih nodusa zasnovana je na lokalizaciji limfnih ¢vorova umesto na
broju metastatskih limfnih ¢vorova koji se Cesto koristi u stejdzingu drugih tumora.
Standardni kriterijum za identifikaciju abnormalnih limfnih ¢vorova i dalje podrazumeva
limfne ¢vorove koji su ve¢i od 1 cm na kratkoj osi CT ili MRI snimka kod pacijenata sa
nesitnocelijskim karcinomom pluca, dok dodatni kriterijumi podrazumevaju nestandardni

oblik i unutra$nju nekrozu (41-43).

Infiltracija limfnih ¢vorova medijstinuma postoji kod otprilike jedne Cetvrtine novo-
dijagnostikovanih pacijenata sa karcinomom pluc¢a. Procena ovih limfnih ¢vorova je od
sustinskog znacaja za stejdzing nesitnocelijskog karcinoma plu¢a. Dostupne neinvazivne
tehnike snimanja procenjuju limfne ¢vorove na osnovu velicine (CT) i metabolizma (PET), a

odlikuje ih visoka senzitivnost, ali nedovoljna specifi¢nost (44,45).
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Tabela 2. TNM stejdZing 8. revizija — N deskriptor

N. Karakteristike limfnih ¢vorova
deskriptor

Nx Regionalne limfne Zlezde nisu odredivane

NO Nema metastaza u regionalnim limfnim Zlezdama

N1 Metastaze u ipsilateralnim peribronhijalnim i/ili ipsilateralnim hilarnim limfnim
zlezdama i intrapulmonalne limfne Zlezde uklju¢ujuci rastom direktno zahvatanje

N2 Metastaze u ipsilateralnim medijastinalnim i/ili subkarinalnim limfnim zlezdama

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

Zlezdama

CT cesto ne moze da napravi preciznu razliku izmedu benignog uvecanja limfnih ¢vorova i
metastaza, a njegova preciznost u evaluaciji medijastinuma se nije poboljsala u poslednjoj

deceniji uprkos poboljsanju rezoluciju.

1.5.3 Udaljene metastaze — M deskriptor

U reviziji M deskriptora radena je provera M kategorizacije u odnosu na prognozu. Najveca
promena uocena je kod ekstratorakalnih metastaza, koje su bile klasifikovane kao M1b u 7.
reviziji TNM klasifikacije. Pokazalo se da postoji znac¢ajno bolja prognoza kod pacijenata
koji imaju jednu metastazu u samo jednom organu u odnosu na one koji imaju vise
metastatskih lezija u jednom organu ili viSe metastaza u viSe organa. Sa druge strane, nisu

uocene razlike u odnosu na M1a klasu — sa intratorakalnim metastazama.

Zbog gore pomenutih razlika u prognozi bolesti, 8. revizija TNM klasifikacije deli
ekstratorakalne metastaze na M 1b klasu, gde se nalaze pacijenti sa jednom metastatskom
lezijom u jednom organu, 1 M1c, gde se nalaze pacijenti sa viSe ekstratorakalnih metastaza,
Sto utice na znacajno lo$iju prognozu (46). Tabela 3 prikazuje M deskriptor 8. revizije TNM

klasifikacije.

Ekstratorakalne metastaze nalaze se kod skoro polovine novo-dijagnostikovanih pacijenata sa
karcinomom pluca (47). Nadbubrezne Zlezde su jedno od najces¢ih mesta metastaza iz

karcinoma pluca. U trenutku prezentacije, 5% do 10% pacijenata sa karcinomom pluc¢a ima
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metastaze na nadbubreznoj zlezdi. Metastaze u jetri, mozgu i skeletnom sistemu su takode
Ceste (48). Rede se metastaze nalaze u bubrezima, pankreasu i tankom crevu. Serozne i
mezentericne metastaze mogu poprili¢no da porastu i infiltriSu ili ¢ak perforiraju susedne

delove creva.

Tabela 3. TNM stejdZing 8. revizija — M deskriptor

N. Karakteristike limfnih ¢vorova
deskriptor

MO Nema udaljenih metastaza

M1 Udaljene metastaze
Mla Odvojeni tumorski nodus(i) u kontralateralnom delu pluca, tumor sa pleuralnim

nodusima, maligni pleuralni i perikardni izliv*

M1b Jedna udaljena, vanplu¢na metastaza u jednom organu
Milc Vise udaljenih, vanpluénih metastaza u jednom ili vise organa

*Najveci broj pleuralnih (perikardnih) izliva kod karcinoma pluca posledica je metastatske bolesti.
Medutim, kod nekih izliva ponavijana mikroskopska ispitivanja su negativna na tumor, izIliv nije
hemoragican i nije eksudat. U ovakvim okolnostima i uz klinicku odluku da izliv nije uzrokovan

tumorom, bolesnici sa izlivom se klasifikuju kao MO.

Kada postoji sumnja na diseminaciju karcinoma plu¢a na osnovu klini¢kog pregleda
(neuroloski simptomi, bol u trbuhu ili boku, patoloski prelomi ili nenormalni nivo enzima u
serumu), potrebna je dopunska dijagnosticka obrada koja ukljucuje ukljucuje CT ili MRI sa
kontrastom PET/CT (49). Kada postoji lezija u nadbubreznoj Zlezdi veca od 3 cm, ista
verovatno predstavlja metastatsku promenu i zahteva dalju obradu CT-om, MRI-om ili
ponekad perkutanom biopsijom. Najcesce otkrivene lezije jetre su ciste ili hemangiomi a
svaka hipodenzna promena je visoko suspektna na meta promenu. Kada je indikovano, vrsi se

dalja procena pomocu kontrastnog CT, MRI ili perkutane biopsije (45).

Udaljene metastaze pretstavljaju svojevrstan dijagnosticki izazov, jer se jo§ uvek mogu
propustiti zbog ograni¢enjanja svake pojedinacne tehnike. Kada postoji diseminacija tumora
u mozak, MRI je znacajno senzitivnija. Intenzivna fizioloska aktivnost mozga na FDG PET
se koja je inaCe prisutna, moZze pretstavljati problem u otkrivanju fokalnih zarista u sklopu

metastaza (50). 1z tog razloga potrebno je koristiti namenske protokole PET-a za obradu
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mozga, modifikakovanu opremu i produZenu ekspoziciju. Jos jedna otezavajuca okolnost kod
ovog dijagnostickog modaliteta je i niska senzitivnost (60%), pa se ¢ak i kod znacajnih lezija

na mozgu mogu videti lazno negativni nalazi (51).

FDG PET je koristan u otkrivanju sekundarnih depozita lokalizovanih u trbuhu, a posebno na
nadbubreznoj Zlezdi gde je odlikuje i visoka specifi¢nost u otkrivanju adrenalnih metastaza
karcinoma pluca (52). Iako su podaci trenutno ograniceni, pokazalo se da FDG PET moze
otkriti metastatsku bolest jetre sa tacnos¢u od 92% do 100%, kao i da ima specificnost,

senzitivnost 1 tatnost ve¢e od 90% pri evaluaciji koStanih metastaza (52).

1.5.4 Odredivanje stadijuma nesitnocCelijskih karcinoma pluca

Nova klasifikacija se bazira na ve¢em broju 1 detaljnijoj analizi razlicitih deskriptora, ¢ijom
se preciznijom analizom omogucava tacniji stejdzing i prognoziranje. Nova TNM
klasifikacija takode naglaSava znacaj multidisciplinarnih sastanaka kao standarda prakse u

sveobuhvatnoj proceni stanja pacijenata i stejdzingu tumora (27).
Izmedu sedmog i osmog izdanja je primeceno poboljSano prezivljavanje prema
odgovaraju¢im stadijumima (Tabela 4), ali se mora napomenuti da revizija klasifikacije sama

po sebi ne nalaze odredeno postupanje, pa promene u ustaljenom nacinu lecenja treba da se

zasnivaju na $iroj slici koja ukljucuje klinicku evaluaciju i dopunske dijagnosti¢ke procedure.
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Tabela 4. Stadijumi ne-sitnocelijskog tumora pluéa prema 8. reviziji TNM klasifikacije

Stadijum T deskriptor N deskriptor M deskriptor

Okultni karcinom Tx NO MO
Stadijum 0 Tis NO MO
Stadijum IA T1 NO MO
Stadijum 1A 1 Tlmi NO MO
Tla NO MO
Stadijum 1A2 T1b NO MO
Stadijum IA3 Tlc NO MO
Stadijum IB T2a NO MO
Stadijum ITA T2b NO MO
Stadijum IIB Tla-c, T2a, T2b N1 MO
T3 NO MO
Stadijum IIIB Tla-c, T2a, T2b N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO, N1 MO
Stadijum IIIB Tla-c, T2a, T2b N3 MO
T3, T4 N2 MO
Stadijum IIIC T3, T4 N3 MO
Stadijum IV Bilo koji T Bilo koji N Mi

Stadijum IVA Bilo koji T Bilo koji N Mla, M1b
Stadijum IVB Bilokoji T Bilo kojiN Milc

Evaluacija rezultata dopunskih dijagnostickih ispitivanja podrazumeva prilagodavanje
dosadasnjih parametara ali 1 ukljucivanje novih koji zahtevaju dodatno razmatranje.
Najvaznija ostaje tacnost o veli¢ini tumora, posebno kada tumor nije solidna lezija, jer svaki
centimetar vodi ve¢em T stadijumu. M stadijum je dobio znacaj koji mu pripada, vazno je
kvantifikovati broj ekstratorakalnih metastaza. Ocekuje se da ¢e novi stejdzing sistem uticati

na ishode leCenja pacijenata sa karcinomom pluca, a za lekare je vazno je da budu u toku sa
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novim kriterijumima kako bi svojim pacijentima pruzili najadekvatnije leCenje. Na osnovu
ovih izmena, koriguju se indikacije za operacije (kako pacijenti ne bi izgubili potrebnu
operaciju, ali i kako bi izbegli nepotrebnu, ¢ime se izbegavaju perioperativne komplikacije).
Takode, na osnovu korekcija M stadijuma, pacijenti sa multiplim sekundarnim depozitima,
nece vise biti izjednaceni sa onima koji imaju solitarne metastaze (sa posledicnim znacajnim

razlikama u prognozi i modalitetu leCenja metastaza) (47).
1.6 Lecenje karcinoma pluc¢a

1.6.1 Opsti principi-modaliteti terapije

Terapija nesitnocelijskog karcinoma pluca zavisi od vrste karcinoma plu¢a i od stadijuma
bolesti. Preporuke i vodic¢i vrlo precizno definiSu korake u leenju i modalitete koji se

primenjuju (29).

Hirursko leCenje se uglavnom vezuje za I 1 II stadijum bolesti. Kod ovih pacijenata je bolest
ogranicena u plu¢ima i hirurgija se moze sprovoditi kao jedini modalitet ili u sklopu
multimodalnog pristupa lecenja. Novije preporuke, bazirane na 8. izdanju TNM Kklasifikacije,
ne iskljucuju hirursko lecenje ni kod pacijenata u III 1 IV stadijumu, ali samo u odredenim
grupama pacijenata i to: kod znacajnog broja pacijenata u IIIA stadijumu bolesti, ali 1 kod
pojedinacnih slucajevi u stadijumima IIIB 1 IV. Radikalno hirurS§ko le¢enje se odnosi na
resekciju obolelog dela pluca kojim postizemo negativnu rubnu resekciju parenhima i /ili
bronha i uklanjanje pripadaju¢ih bronhopulmonalnih i medijastinalnih limfnih ¢vorova i
maksimalnu postedu zdravog pluc¢a. HirurSko lecenje moze biti klasi¢nim hirur§kim

pristupom i VATS-om (minimalno invazivna hirurgija) .
Standardne resekcije pluca su:

1. Lobektomija - u praksi najées¢a primenjena operacija (60-68%). Prva je uradjena 1932.god
i uradio ju je Harrold Brunn. Osim standardne postoje i proSirene-bilobektomije a i posStedne

takozvane sleeve lobektomije. Komplikacije se javljaju u 38%-40% (53)

2. Pneumonektomija je operacija karcinoma pluca koju su 1933. godine Graham 1 Singer
obavili u jednom aktu. Indikovana je kod centralnih tumora kao i kod tumora koji obuhvataju
interlobarne incizure sa uvecanim limfnim ¢vorovima hilusa i medijastinuma. 20-30% je
prisutna u hirurS§kom radu. Perioperativni mortalitet je4%. PetogodisSnje preZzivljavanje je 45%

(54)
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Moze biti proSirena:

-pleuropneumonektomija kojom se odstranjuje ipsilateralna pleura, pluce sa pripadaju¢im

delom perikarda i dijafragme i na taj nacin se leCe mezoteliomi pleure.

-intraperikardna pneumonektomija se primenjuje kod centralno postavljenih tumora koji
ekstraperikardijalno infiltriSu elemente hilusa tako da je potrebno njihovo intraperkardijalno

zbrinjavanje.

-karinealna ili sleeve pneumonektomija kojom se odstranjuje donji deo traheje, centralne
karine i glavnog bronha sa istostranim plu¢em. Dalje se pravi traheobronhijalna anastomoza

preostalog pluca.

3. Resekcije manjeg obima-klinasta resekcija ili segmentektomija. Klinasta resekcija
predstavlja operaciju kojom se uklanja tumor do u zdravo sa okolnim pluénim parenhimom i
primenjuje se kod malih lezija koje moramo dijagnostikovati a na terenu ogranicene pluéne
funkcije (FEV1<800ml, FEV1/FVC < 50%, MVV<35-40%) 1 kada postoje komorbiditeti
koji limitiraju opseg resekcije. Pod segmentnom resekcijom podrazumeva se ekcizija jednog
ili viSe segmenata pluénog reznja. Primenjuje se iz istih razloga kao i klinasta resekcija.

Postoperativne komplikacije se javljaju u 33,3%

4.Standardne resekcije koje su gore navedene proSirene en block resekcijom zida grudnog

kosa leve pretkomore, dijafragme, perikarda, leve pretkomore.
VATS danas potpuno opravdano zauzima sve vise prostora u svakodnevnom hirur§kom radu.

Tabela 5 prikazuje uporedni prikaz karakteristika tradicionalne otvorene (torakotomije) i

VATS minimalno invazivne operacije.

Prednosti VATS u odnosu na otvorenu hirurgiju:

e Manje bolova nakon operacije;

e Bolji kvalitet zivota;

e Adekvatniji imuni odgovor;

e Vecda Sansa za potpuno normalno disanje nakon operacije;

e Skraéenje operacije.

Tabela 5. Uporedni prikaz karakteristika tradicionalne otvrorene (torakotomije) i

VATS minimalno invazivne operacije.

Torakotomija VATS (minimalno invazivna)
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(Tradicionalna otvorena hirurgija)

Bol Bol na mestu incizije moze se Obic¢no je znacajno slabijeg intenziteta, ako se
prolongirati i nekoliko nedeja uopste i pojavi.
nakon operacije
Duzina One large incision 10-15 cm Jedna glavna incizija 4-6 cm (obi¢no 4.5 cm);
incizije viSe dopunskih incizija (duzine od 2-4 cm)
Anestezija  Opsta

Ostajanjeu  6-7 dana 3-4 dana

bolnici

Hemioterapija se primenjuje pre operacije (neoadjuvantna) sa ciljem da se smanji tumor ili
uvecane limfne Zlezde i da se bolest prevede u nizi stadijum bolesti da bi se nakon toga
pacijent radikalno operisao. Istrazivanja su pokazala da upotreba adjuvantne hemioterapije
kod kompletno reseciranog nesitnocelijskog karcinoma pluca poboljsava prezivljavanje (29).

Njom se leCe pacijenti dobrog opSteg stanja (performans status 0-2).

Radioterapija moze biti samostalan vid leCenja, moze da se primenjuje u kombinaciji sa
ostalim modalitetima lecenja (hirurgija i/ili hemoterapija) ili da se sprovodi palijativno.
Radioterapija moze biti spolja (transkutana) i unutra$nja (brahiterapija). Druga se koristi kada
tumor opstruira velike disajne puteve. Palijativno se koristi kod postojanja hemoptizija,
sindroma gornje Suplje vene ili opstrukcije velikih disajnih puteva. Moze se aplicirati i
preoperativno kod pacijenata sa Pancoast tumorom (superior sulcus tumor) koji raste u
pluénom vrhu i u blizini brahijalnog pleksusa i1 destruiSe pripadajuc¢a rebra a prodire ka
vratnim i gornjim grudnim prSljenovima sa ¢estim zahvatanjem simpatikusa. Radiohirurgija
ili stereotaksi¢na radioterapija a predstavlja intenzivan zra¢ni tretman koji ima za cilj da iz
viSe uglova zraci zonu karcinoma, ¢ime se u ciljno podrucje izlucuje najveci deo doze, dok se
Stedi okolno vitalno i1 funkcionalno tkivo. Stereotaksi¢no zrac¢enje se obi¢no izvodi u jednom
ili u nekoliko tretmana. Radiohirurgija moze biti opcija za osobe sa malim karcinomom pluca
koji nisu dostupni za hirurgiju ili bi zbog nepovoljne lokalizacija operacija bila rizi¢na.

Takode se moze koristiti za tretman udaljenih metastaza, a posebno metastaza u mozgu.

Primena radio i hemioterapije moze biti istovetna(konkurentna)ili sekvencijalna kada se posle

primene citostatika nastavlja leCenje zracenjem.
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Molekularna (ciljana) terapija se razvila zahvaljujuci istrazivnju molekularnih osnova i
procesa karcinogeneze. Danas se koriste dve vrste lekova koje su dale znacajne rezultate u

odmaklom karcinomu pluca:
-prvi su inhibitori tirozin - kinaze receptora epidermalnog faktora rasta (EGFR).

-drugi su monoklonska antitela i to protiv vaskularnog endotelijalnog faktora rasta /VEGF/ i

protiv epidermalnog faktora rasta.

Imunoterapija je nov pristup u leenju malignoma pluc¢a a zasniva se na sposobnosti
odbrambenog sistema organizma da detektuje i unisti tumorske ¢elije.Uglavnom se koristi u
odmaklim fazama bolesti (IIIB I IV klinicki stadijum) kao modalitet leCenja nesitnocelijskog

karcinoma.

Multimodalni pristup predstavlja osnovni terapijski princip i ukljucuje hirurgiju,

hemioterapiju, radioterapiju, ciljanu(molekularnu)terapiju i imunoterapiju

1.7 Genetska osnova karcinoma pluca

Ogroman rad ulozen je u poslednjih nekoliko decenija na istrazivanju molekularnih i
genetskih aspekata karcinoma plu¢a. Molekularna osnova karcinoma pluca je kompleksna i
heterogena. Stalni napredak u razumevanju molekularnih promena na vise razli¢itih nivoa
(genetski, epigenetski i ekspresija proteina), i njihov funkcionalni zna¢aj moze imati uticaja
na dijagnozu, leCenje 1 prognozu kacinoma pluca (55). Karcinom uopSteno nastaje usled
promena u molekulu DNK, §to dovodi do nekontrolisane ¢elijske proliferacije. Najveci broj
ostecenja podrazumeva promene u aktuelnim sekvencama DNK molekula tj mutacije. One
mogu biti posledica sluc¢ajnih gresaka tokom replikacije, izlozenosti karcinogenima, ili

neefikasnim mehanizmima popravke DNK.

Karcinom pluca nastaje kao rezultat akomulacije genetskih i epigenetskih promena koje
dovode do transformacije fenotipa ¢elije, a posledica je aktivacije protoonkogena i inhibicije
tumor supresor gena (55). Geni odgovorni za promociju normalnog rasta ¢elija nazivaju se
protoonkogeni. Procesi koji dovode do aktivacije ovih gena, 1 njihove transformacije u
onkogene su: point mutacije, DNK amplifikacija i hromozomske preraspodele. Geni koji
normalno sprecavaju rast zovu se tumor-supresor geni. Gubitak njihove funkcije dovodi do

neregulisanog ¢elijskog rasta. Treca familija gena ukljuc¢ena u patogenezu su geni za
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reparaciju DNK. Kada mehanizmi reparacije ne funkcioniSu pravilno, bilo zbog nasledene ili

steCene mutacije, stopa nagomilavanja mutacija raste sa svakom novom deobom celije.

Razumevanje biohemijskih procesa ukljucenih u patogenezu karcinoma pluca je kljucno za
ravoj terapijskih strategija koje mogu ciljano delovati na postojec¢e izmene na molekularnom
nivou 1 aktivirane mehanizme, i1 time predstavljati osnovu za primenu personalizovane

medicine (55).

Specifi¢ne molekularne promene koje pokrecu rast tumora, samim tim predstavljaju
potencijalno mesto delovanja leka, najbolje se identifikovane kod adenokarcinoma. Danas
postoji porast interesovanja i za identifikovanje molekularnih promena i kod

skvamocelularnog karcinoma i time potencijalno mesto delovanja terapije.

U slucaju karcinoma pluca, kao i kod bilo kog drugog malignom oboljenja, tumorogeneza je
posledica aktivacije faktora stimulacije rasta (npr. v-Kiras 2 Kirsten sarkom virusa onkogena-
KRAS, receptor epidermalnog faktora rasta-EGFR, BRAF, MEK-1, HER2, MET, ALK i
RET), kao 1 inaktivacije tumor supresor gena (npr., P53, PTEN, LKB-1) (55).

Mutacije onkogena identifikovane su kod preko 50% adenokarcinoma (56,57). Signalni
putevi koji su kontrolisani onkogenima ili tumor supresor genima ¢esto su medusobno
povezani sa signalnim putevima uklju¢enim u karcinognezu. Postoji velika genetska
raznolikost u karcinomu pluca, broj prisutnih mutacija je znacajno veci u poredenju sa
ostalim tumorima (1). Njihovi genomi su veoma kompleksni. Na osnovu 31 studije o
sekvencioniranju genoma NSCLC, identifikovane su nove 727 mutacije gena koje nisu

prethodno prijavljene u literature ili COSMIC bazi (58).

Genetske studije su potvrdile prethodno dobro poznate mutacije u karcinomu pluc¢a kao sto su
KRAS, EGFR, BRAF, takode su identifikovane nove mutacije koje se rede javljaju (6-8),
ukljucujudi ciljane mutacije JAK2, ERBB4 (59), RET (60,61), receptor faktora rasta
fibroblastal (FGFR1) (62) 1 DDR2 (63). Ove studije pruzaju sveobuhvatan pogled na
genetske mutacije kod karcinoma pluca, izazov ostaje prepoznavanje bioloski znacajnih
mutacija koje se Cesto javljaju i koje treba razlikovati od veceg broja prolaznih mutacija.
Relativni nedostatak mutacija koje se sa visokom ucestalo$¢u javljaju u karcinomu pluca,
ukazuju na veliku heterogenost i slozenost molekularnih mehanizama. Signalni putevi su pod
uticajem razli¢itih genetskih promena koje predstavljaju izazov za primenu personalizovane

terapije.
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1.7.1 KRAS

Familija RAS gena (KRAS, HRAS I NRAS) kodira G protein koji ima ulogu u transdukciji
¢elijskog signala koji reguliSe diferencijaciju, proliferaciju i prezivljavanju ¢elije (64). RAS
geni mogu biti aktivirani putem tackastih mutacija na kodonima 12,13 ili 61 menjajuci tako
strukturu produkta gena. Mutacije su nadene kod oko 25-40% pacijenata sa ADC (56,57,65—
67), dok su HRAS I NRAS veoma retke. Mutacije KRAS onkogena ¢es¢e su zapadnoj
populaciji nego kod azijata (68—71), 1 CeS¢e se javljaju kod muskaraca i pusaca (67,71,72).
Prema podacima iz studija ADC koji se javio kod nepusaca uocena je pojava KRAS mutacije

izmedu 0-15% (72-74).

KRAS mutacije su veoma retke ili odsutne u sluc¢aju SCCili SCLS (66,69,70,72,75). KRAS
mutacije se ne javljaju udruzene sa EGFR mutacijama (56,67,70,71), ali ponekad mogu biti
istovremeno prisutne (72). Meta analize su pokazale da su tumori sa KRAS mutacijama
rezistentni na EGFR tirozin kinaza inhibitore (76). Zapravo KRAS dovode do aktivacije

mehanizma koji dovode do smanjenja broja EGF receptora (77).

Visoka ucestalost pojave KRAS mutacija kod karcinoma pluca predstvalja idealno ciljano

mesto za dejstvo leka.

1.7.2 Epidermal growth factor receptor (EGFR)

Receptor epidermalnog faktora rasta (EGFR — epidermal growth factor receptor) pripada
ErbB familiji tirozin kinaznih receptora, i deo je cetvoroclane grupe koju ¢ine EGFR, ErbB-2
(HER2), ErbB-3 i ErbB-4. Njihovo formiranje homo i heterodimera uti¢e na moguénost
vezivanja razliCitih liganada koji im omogucéavaju da aktiviraju receptore i pokrenu nishodne
puteve signalizacije. [zmedu 50 1 90% pacijenata sa nesitnocelijskim karcinomom pluca ima
prekomernu EGFR ekspresiju ili aberantnu aktivaciju ovog nishodnog puta. EGFR mutacije
se cesce vidaju kod pacijenata sa adenokarcinomom kao histoloskim tipom karcinoma pluca,

kod Zena, nepusaca, i pacijenata azijske etni¢ke pripadnosti.

Mutacije EGFR uklju¢ene su u patogenezu mnogih tumora ukljucujuc¢i i NSCLC. EGFR
kodira transmembransku tirozin kinazu (78). EGFR je ukljucen u regulaciji vise
onkogenetskih funkcija kao $to su proliferacija, diferencijacija i prezivljavanje ¢elija,

neovaskularizacija, invazije 1 pojave metastaze (79,80).
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Mutacije EGFR dovode do aktivacije tirozin kinaze (80,81) i onkogene transformacije
epitelijalnih ¢elija pluca in vitro (80).Prema podacima iz studija mutacije EGFR prisutne su
kod 10-15% pacijentata zapadne hemisfere (56,70) i kod 30-40% azijata (75,82,83). U
slu¢aju NSCLC EGFR mutacija se deSava na prva Cetiri egzona intracelularnog tirozin kinase
domena, najcesce delecija egzon 19 (oko 45%), postoji preko 20 varijanti, od kojih je najceca
delE746-A750. Rede se javljaju mutacije koje ukljucuju duplikaciju ili inserciju na egzonu 20
(5-10%), postoje viSe varijanti, i ¢esto su udruzene se rezistencijom na EGFR TKIs (71)(84).
U slucaju karcinoma pluca skoro sve mutacije EGFR desavaju se kod ADC (75,85,86), mada
se mogu uoéiti i kod adenoskvamoznih karcinoma. Cesée se javljaju kod Zena, mladih ljudi i
nepusaca (67,70,71,75,85). EGFR mutacija se retko moze javiti i kod SCC (74,87). Klinicke

studije ciljanim lekovima dale su razocaravajuce rezultate.
1.7.2.1 FGFR1

Amplifikacija gena uocena je i kod SCC u odredenom broju gena ukljucuju¢i SOX, PDGFRA
(62) I FGFR1 (55,88). FGFR1 je membranski receptor za tirozin kinazu koji ucestvuje u
regulaciji proliferacije. Kod oko 10% pacijenata sa SCC uoceno je amplifikacija FGFR ali se

moze javiti I kod pacijenata sa ADC (88,89).

1.7.3 BRAF

BRAF kodira serin/treonin protein kinazu koji je efektorni protein KRAS i aktivira MPAK
transdukciju signala ukljucenu u regulaciju proliferacije i prezivljavanja ¢elije (90). BRAF

mutacije su Ceste kod melanoma, zapaZeno je da se javljaju kod 3% pts sa NSCLC (72,90-
92). Mogu da se jave kod pusaca i bivsSih pusaca , ali se naj¢esce javljau kod zena nepuSaca
(91).BRAF mutacije imaju znacajno mesto u ciljanoj terapiji melanoma, ali postoje

ogranic¢eni podaci u primeni u terapiji NSCLC (92).

1.7.4 MET

Protoonkogen MET nalazi se na hromozomu 7q21-q31 i kodira membranski tirozin kinazu
receptor koji je takode poznat kao receptor faktora rasta hepatocita (93). Kod NSCLC
mutacija MET je posledica amplifikacije (94-97). Amplifikacija MET je poznati mehanizam
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sekudarne pojave EGFR-TKI rezistencije (90,94,95,98). Uticaji MET uocene su kod oko 3-
5% ADC (67).

1.7.5 HER2

Gen receptora epidermalnog faktora rasta2 (HER2/ERBB2) kodira membranski vezujuci
receptor tirozin kinazu koji pripada familiji ERBB receptora zajedno sa EGFR. Mutacije su

prisutne 1,6-4% NSCLC.

1.7.6 PI3K/AKT/mTOR

The PI3K/AKT/mTOR je znac¢ajni transdukcioni signalni put ukljucen u regulaciju ¢elijske
proliferacije, diferencijacije (99). Izmene u ovom putu uocene su kos NSCLC i kod SCLC
(100,101). Do aktivacije dolazi putem aktivacije razli€itih tirozin kinaznih receptora
ukljucuju¢i EGFR, HER2, insulin sli¢an faktor rasta, endotelijalnin faktor rasta (102).
Deregulacija ovog puta uocena je kod mnogih tumora, ukljucujuéi 50-70% NSCLC (67),
uocena je kod 47% SCC.

1.7.7 ALK

Mutacije ALK uocene su otprilike kod 4% NSCLC (103), mada su neke studije ukazivale na
nesto nizu prevalencu (56,104). Cesce se javljaju kod kod mladih pacijenata sa ADC koji nisu
nikad bili pusaci ill su povremeno konzumirali duvan (105,106). Retko se javljaju udruzene
sa EGFR ili KRAS mutacijama (56,104,106,107). Istovremeno prisustvmo rearanzmana ALK
I EGFR mutacije razlog je rezistencije na TKI (105,108-110).

1.7.8 ROS

ROS je protoonkogen lociran na hromozomu 622 koji kodira transmembranski tirozin
kinaza receptor koji pokazuje veliku slu¢nost sa ALK. Mutacije ROS1 ¢esce se javljaju kod

mladih ljudi koji su nepusaci, i koji nisu Azijati ,slicno ALK (111).

1.7.9 RET

RET je lokalizovan na hromozomu 10q11.2 i kodira tirozin kinazni receptor. Mutacije RET

od ranije je poznato da imaju ulogu u nastanku papilarnog i modularnog karcinoma Stitaste
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zlezde (112). Aktivacija RET je posledica mutacije 1 ona je uocena kod malog broja
pacijentara sa NSCLC (60,61). Slicno ALK 1 ROS|1 rearanzmanima, mutacije RET se takode
najcece javljaju kod ADC koji nisu nikad bili puSaci (60,61).

1.7.10 DDR

Mutacije DDR onkogena uocene su kod otprilike 3,8% pacijenata sa SCC. DDR kodira

membranski receptor tirozin kinazu koja je ukljucena u ¢elijskoj proliferaciji i prezivljavanju.

1.7.11 Tumor supresor geni

Tumor supresor geni su geni koji normalno sprecavaju rast. Gubitak funkcije ovih gena
znacajan je mehanizam u karcinogenezi i zahteva inaktivaciju oba alela (113). U slucaju
karcinoma pluca tumor supresor geni koji su ¢esto bivaju inaktivirani su TP53,
retinoblastoma 1 (RB1), serintreoinin kinaza 11 (STK 11), CDKN2A, FHIT, RASSF1 I
PTEN (55,67,114).

1.7.11.1 p53

TP53 nalazi se na hromozomu 17p13 i kodira nuklearni fosfoprotein koji identifikuje i vezuje
oste¢enu DNK. TP 53 omogucava reparaciju DNK ili dovodi do apoptoze ¢elija sa znac¢ajnim
oste¢enjem DNK. Do inkativacije gena dovode tackaste mutacije ili delecije. Inaktivacija
TP53 jedna od najznacajnijih genetskih anomalija u karcinomu pluca, uocena je kod 90%
pacijenata sa SCLC i u oko 65% pacijenata sa NSCLC (115). Ces¢a je kod pacijenata sa SCC
(81%) nego kod pacijenata ADC(46,8%) (109).

1.7.11.2 PTEN

Mutacija PTEN uocena je kod oko 5 % sa NSCLC (116), ¢es¢a je kod SCC nego kod ADC

(10.2% naspram 1.7%) I povezana je s prethodnom istorijom pusSenja (55).
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1.8 Epigenetske promene u karcinomu pluca

Iako pusenje predstavlja vodeci faktor rizika za karcinom pluc¢a, naucnici su ve¢ decenijama
zainteresovani da ¢injenicu da ¢e ,,samo* 10% pusSaca na kraju oboleti od ove bolesti (117).
Adenokarcinom, na primer, predstavlja naj¢es¢i karcinom pluca kod nepusaca (118).
Karcinogeneza je o€igledno kompleksan proces koji se ne moze objasniti samo jednim
faktorom rizika, pa ¢ak ni sa nekoliko faktora rizika. Ovaj proces pokrece takozvana
akumulacija genetskih i1 epigenetskih promena koje su odgovorne za deregulaciju onkogena,
tumor-supresorskih gena i mehanizama popravke DNK. Zbog toga je verovatnoc¢a da kod
jedne osobe dode do odgovaraju¢e kombinacije ovih patoloskih promena zavisna od

individualnih izlozenosti, genotipa i fenotipa.

Epigenetska varijabilnost uklju¢uje DNK metilaciju, modifikaciju histona i ekspresiju
nekodiraju¢ih RNK, a ovi elementi fenotipske varijabilnosti uticu na kapacitet popravke
DNK, imunski odgovor, metabolicke puteve ksenobiotika individue, pa samim tim i rizik od
nastanka maligniteta. Zbog toga je razumevanje epigenetike karcinoma plu¢a neophodno za
potpuno shvatanje patogeneze ove bolesti. U odnosu na genetske modifikacije i njihov uticaj
na karcinogenezu, epigenetske modifikacije su ¢es¢e kod karcinoma pluca (119). Jedna od
najranijih tacaka uticaja na nastanak karcinoma pluc¢a predstavlja inaktivacija tumor-
supresorskih gena. Mehanizam ovog procesa zasnovan je na metilaciji, tj. hipermetilaciji
promotera tumor supresorskih gena (120). Istrazivanja su pokazala da je upravo metilacija
promotera tumor-supresorskih gena, zajedno sa ukupnim brojem hipermetiliranih gena

odgovorna za intenziviranu progresiju od obi¢ne hiperplazije do adenokarcinoma (121,122).

Najcesce proucavani geni koji se pominju u kontekstu promoterske metilacije u karcinomima
pluca jesu pl16INK4a, APC, RARB, CDH13, FHIZ, MGMT i CDHI. Cak u ucestalost
njihove metilacije i mutacije varira od karcinoma do karcinoma. Gen p14arf se relativno
retko inaktivira u nesitnocelijskom karcinomu pluca, dok se metilacija, mutacija ili delecija
gena p16INK4a nalazi u ¢ak 60% pacijenata, ali se promena ovog gena uocava u tek 10%

slucajeva sitnocelijskog karcinoma pluca (123,124).

Ni metilacija svih gena koji mogu ucestvovati u patogenezi karcinoma pluc¢a ne deSava se u
isto vreme. CDKN2A gen i njegova hipermetilacija pominju se rano u genezi karcinoma
pluca, i on je identifikovan kao prekancerozna lezija (125). Hipermetilacija drugih gena, kao
Sto su hDAB2IP, H-Cadherin, FBN2 i DAL-1 naj¢es¢e se pominju u kasnim stadijumima

nesitnocelijskog karcinoma pluca (126—128). lako se neke epigenetske promene vezuju za
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gene u kasnim stadijumima karcinoma pluc¢a, neophodno je uzeti u obzir njihov potencijalni
znacaj u omogucavanju karcinomu da napreduje u kasnom stadijumu, da uti¢e na imunski
sistem domacina, loSe reaguje na terapiju, ili da daje lokalne i udaljene metastaze. Takode,
pojava odredenih epigenetskih promena i njihova povezanost sa vremenom (stadijumom)
mora biti analizirana u kontekstu odredenog tipa/podtipa karcinoma pluca, jer su karcinomi

pluca heterogeno oboljenje 1 svaki tumor je na svoj nacin jedinstven.

Zanimljivo je pomenuti da su odredene epigenetske promene specificne za pusacki status, tj.
javljaju se samo u plu¢ima pusaca, dok se odredene modifikacije vidaju kod nepusaca. Kod
pusaca, metilacija promotera gena uocena je na genima APC, RASSF1A, FHIT 1 CCND2, a
kod nesitnocelijskog karcinoma pluca je i ucestalost metilacije promotera gena p16INK4a,
MTHFR, MGMT veca kod pusaca u odnosu na nepusace (129-132). S druge strane,
metilacija TNFRSF10C, BHLHBS i BOLL gena ¢es¢a je kod nepusaca.

U ranim fazama karcinoma pluca najc¢esce uo¢avamo metilaciju, kao epigenetski mehanizam,
koja je vezana za odredene gene. Medutim, metilacija, ili njen nedostatak, uocen je i na
mnogo Sirem nivou — na nivou celog genoma. Nasuprot hipermetilaciji gena, hipometilacija
genoma, gubitak metilacije na nivou genoma, uocava se kasno tokom karcinogeneze, barem
kada je adenokarcinom u pitanju (118). Ni u ovom slu¢aju ne postoji jedno pravilo koje se
moze primeniti na sve tipove karcinoma pluca. Odredeni autori ukazali su na hipometilaciju

kod prelaska normalnog tkiva u karcinom kod nesitnocelijskog karcinoma pluca (133).

Jos jedan znacajan epigenetski mehanizam jeste metilacija histona. Histonska dezacetilaza
pokazuje povecanu ekspresiju kod karcinoma pluca, a ova dezacetilaza kataliSe uklanjanje
acetil grupa histonskog repa, Sto kao rezultat da je inaktivno heterohromatinsko stanje
(134,135). Kod nesitnocelijskog karcinoma pluca deo histonske dezacetilaze (SIN3A) je
hipoeksprimiran (utiSan) (136).

Promena ekspresije mikroRNK se Cesto ja kod karcinoma pluca. NajéeSce pominjane jesu
miR-196a 1 miR-200b ¢ija je ekspresija povecana kod karcinoma pluca, sa prosecnim
uvecanjem od 23 1 37 puta, redom (137). Najces¢e se pominje njihova uloga kao tumor
supresorskih gena ili onkogena u patogenezi karcinoma pluca. Za bolje razumevanje procesa
nastanka ali 1 leCenja karcinoma pluc¢a neophodno je prouciti lezije razli¢itog stepena

displazije i genetske mehanizme koji se nalaze u pozadini ovog procesa.

Mnogo se manje zna o dugackim nekodiraju¢im RNK, ¢ija se uloga povezuje sa regulacijom

proteina i organizacijom njihove strukture, ali imaju ulogu 1 u ekspresiji gena.
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1.9 Duge nekodiraju¢e RNK

Napredak u tehnologiji doveo do otkrivanja velikog broja novih transkripata koje je sada
moguce identifikovati panelima visoke rezolucije (high-resolution microarray) i
tehnologijama sekvenciranja celog genoma (138,139). Uocena je i nova klasa dugih
nekodiraju¢ih RNK molekula (long non-coding RNA — IncRNA), naj¢es¢e duzine od 200 bp
(baznih parova) do 100 kbp. Pretpostavlja se da je uloga duge nekodiraju¢e RNK znacajna u
razli¢itim oblastima biologije 1 medicine, poc¢evsi od embriogeneze, razvoja ¢elija, kao 1 tkiva
(100,101,140—-142). Promene u ekspresiji duge nekodiraju¢e RNK povezana je, pored velikog
broja drugih bolesti, i sa malignim tumorima, i identifikovano je nekoliko desetina dugih
nekodiraju¢ih RNK koje uti¢u na razvoj i progresiju malignih tumora, ¢ime je ova grupa

molekula dobila potencijalan znacaj u terapiji ove bolesti (143—145).
Dugacke nekodiraju¢e RNK dele se najcesce u 6 Sirokih kategorija (146):
Intergenske;

Bidirekcione;

1. Preklapajuce intronske;
2. Preklapajuce egzonske;
3. Antisens intronske;
4

Prirodne antisens.

Slika 18. prikazuje tipove dugih nekodiraju¢ih RNK.
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Slika 18. Tipovi dugih nekodirajué¢ih RNK
(izvor: Wei et al, 2016)
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1.9.1 Karakteristike i uloga duge nekodirajuc¢e RNK

Duge nekodirajuée RNK imaju razlicite bioloske uloge, pocevsi od epigenetske regulacije,
kontrole ciklusa ¢elijske smrti, transkripcije 1 regulacije transkripcije, razvoja celije i
diferencijacije, pa sve do starenja Celija i organizma u celini. Slika 19. prikazuje razlicite
uloge i puteve aktivnosti duge nekodiraju¢e RNK. Nekodiraju¢e RNK uglavnom transkribuje
RNK polimeraza II, da bi se, posle modifikacija kao Sto su dodavanje 5’ kape, splajsovanja i
poliadenilacije, savile u sekundarnu ili tercijarnu strukturu (147). Sekundarne strukture sadrze
odredeni broj nesparenih regiona, te vec¢i broj sekundarnih struktura moze da formira
tercijarnu strukturu. Na osnovu trenutnog znanja, aktivnost nekodiraju¢ih RNK zasniva se na

strukturama viseg nivoa koje one formiraju (148).

Neupareni delovi visih struktura nekodiraju¢e RNK sluze kao mesta za vezivanje razliitih
proteinskih faktora i mogu dovesti do formiranja kompleksa, ili, odredeni delovi nekodirajuce
RNK mogu sluziti kao mesta za vezivanje malih molekula koji ¢e kasnije dovesti do promena
u strukturi ovog molekula. Neupareni delovi nekodiraju¢e RNK takode mogu reagovati sa
drugim RNK 1 DNK molekulima, gde, u zavisnosti od komplementarnosti, mogu regulisati

aktivnost malih RNK, ili formirati duplekse ili triplekse sa mRNK 1 DNK (149).
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Slika 19. Uloge i putevi delovanja dugih nekodirajuc¢ih RNK
(izvor: Li 1 Chen, 2013)
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Tabela 6. prikazuje identifikovane nekodiraju¢e RNK i tumore sa kojima su povezani (150).

Najcesce se u literaturi pominju Cetiri grupe nekodiraju¢ih RNK:

1. Dugacke intergenske nekodiraju¢e RNK;
2. Prirodni antisens transkripti,

3. Transkribovani ultrakonzervativni regioni;
4

. Pseudogeni.

Li i Chen (2013) prikazali su detaljno tipove nekodiraju¢ih RNK kao i specificne RNK za
koje se veruje da imaju pro-kancerski efekat, s obzirom da je njihov nivo ekspresije ili
aktivnost povecana u kancerskim ¢elijama. Ovi autori ipak skre¢u paznju na znacaj tumor
supresorskih nekodiraju¢ih RNK kod malignih tumora, a kao primer navode lincRNA-p21,
MEG3, i GAS5 (150).

1.9.2 Duge nekodiraju¢e RNK povezane sa karcinomom pluca

Do sada je identifikovano preko 30 dugih nekodiraju¢ih RNK koje su na neki na¢in povezane
sa karcinomom pluca. Najveci broj promovise proliferaciju ¢elija, njihov rast, migraciju i
invaziju (npr. CAR10, MALATI1, HOTAIR). Odredene duge nekodiraju¢e RNK utic¢u i na
oblik ¢elija, ili imaju veze sa metastazama (npr. RGMBAS1, NKX2-AS1), a pojedine su
povezane sa regulacijom apoptoze ili zaStitom od oksidativnog stresa (npr. SCAL1, SPRY4-
IT1). Tabele 7. i 8. prikazuje do sada identifikovane duge nekodirajuée RNK ¢ija je
ekspresija povecana kod karcinoma pluca i njihove pretpostavljene uloge u ovoj bolesti.
Tabela 9. prikazuje do sada identifikovane duge nekodiraju¢e RNK cija je ekspresija

smanjena kod karcinoma pluca.
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Tabela 7. Duge nekodirajuce RNK Ccija je ekspresija povecana kod karcinoma pluéa* (1)

Duga nekodirajuca

RNK Ekspresija Kljucni faktori Funkcije
CARIO Povecana YB-1 Promovise proliferaciju ¢elija
. SR, PC2, Promovise proliferaciju ¢elija, migraciju i
MALATI Povecana hnRNP C invaziju
HOTAIR Povedana PRC2, LSDI Promovise proliferaciju ¢elija, invaziju i
metastaze
H19 Povedana miR-675, c-MYC, Suprlm%{a apop}:oz.g
pS3 Promovise rast ¢elija
RGMBASI Povecana RGMB Promovise metastaze ¢elija
PVTI Povedana Promovise cehjskg prolfferacgu, migraciju 1
invaziju
GHSROS Povecana Promovise ¢elijsku migraciju
NKX2-ASI ~ Povecana  EZH2, UTX PromoviSe rast celia
Regulise oblik ¢elija
BCYRNI Povecana c-MYC Promov1§e Cel.l.J sku pokr”etlj Ivost,
migraciju 1 invaziju
DLX6-AS1 Povecana DLX6 Karcinogeneza
AFAPI-AS1 Povecana ACt.m ﬁlgment PromoviSe metastaze kancerskih ¢elija
Integrity
SOX2-0T Povecana PRC2 Promovise ¢elijsku proliferaciju
CARLo-S Povedana Promovise proliferaciju ¢elija, invaziju i
metastaze
Lnc_bc060912 Pove¢ana PARPI, NPM1 Suprimira apoptozu ¢elija

* Prilagodeno prema Wei i Zhou, 2016
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Tabela 8. Duge nekodirajuce RNK Ccija je ekspresija povecana kod karcinoma pluéa* (2)

Duga

nekodirajuéaRNK Ekspresija Kljucni faktori Funkcije
MVIH Povecana Promovise ¢elijsku proliferaciju i invaziju
HNF1A-AS1 Povecana DNMTI1 Promovise proliferaciju tumora i metastaze
CCAT2 Povec¢ana Promovise proliferaciju ¢elija i invaziju
. SUZ12, p27, g qee e
LUADTI1 Povec¢ana LUAD Regulise ¢elijski ciklus
ZXFl1 Povec¢ana Promovise invaziju ¢elija i metastaze
ANRIL Povedana PRC? Povezana sa TNM stadijumom i veli¢inom
tumora
SCALI Povecana Nrf-2 Medijator zastite od oksidativnog stresa
NRGI Povecana Karcinogeneza
DQ786227 Povecana Medijator zastite od oksidativnog stresa
LOC728228 Povecana Medijator zastite od oksidativnog stresa

* Prilagodeno prema Wei i Zhou, 2016
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Tabela 9. Duge nekodirajuée RNK Cija je ekspresija smanjena kod karcinoma pluéa

Duga nekodirajuca o Kljucni .
RNK Ekspresija faktori Funkcije
. p53, E2F1, Indukuje apoptozu
GASS Smanjena miR-21 Rezistencija na lekove
GAS6-AS1 Smanjena Suprimira metastaze
PANDAR Smanjena p53,BIj11i éYA’ Blokira proliferaciju ¢elija
HMIincRNA717  Smanjena Povezana sa metastazama u
limfnim ¢vorovima
MEG3 Smanjena P53 Suprimira priohferacgu ¢elija
Indukuje apoptozu
TUGI Smanjena P53, PRC2 Suprimira proliferaciju celija
SPRY4-ITI Smanjena  PRC2 Indukuje apoptozu
Suprimira proliferaciju celija
BANCR Smanjena Suprimira priohferacgu ¢elija
Indukuje apoptozu
AKI126698 Smanjena Wnt pathway Medijator rezistencije na cisplatinu

* Prilagodeno iz Wei i Zhou, 2016
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1.10 GASS i karcinom pluca

Tokom otkrivanja razlicitih faktora koji mogu da ucestvuju u nastanku i razvoju karcinoma uvek
je vladalo misljenje da kodiraju¢e RNK, odgovorne za kodiranje odredenih proteina, imaju veéi
znacaj od nekodiraju¢ih RNK. U moru otkrivenih dugih nekodiraju¢ih RNK, GASS (engl. growth
arrest-specific transcript 5) predstavlja jednu od naj¢es¢e pominjanih i istrazivanih u grupi tumor-

supresivnih dugih nekodiraju¢ih RNK.

GASS5 dobila je svoje ime po tome $to je otkrivena/identifikovana u cDNK biblioteci a njena
uloga je tada povezana sa rastom Celija sisara. Naime, ekspresija GASS se povecavala pri
zaustavljanju rasta Celija sisara (151). Kao njena pozicija, identifikovan je 1q25 lokus na
hromozomu 1, a sastoji se iz 12 egzona Ciji rezultat mogu biti dve duge nekodiraju¢e RNK —
GASS5a i GAS5b. Broj GASS transkripata raste kada dode do prestanka rasta ¢elije, $to se u

eksperimentalnim sistemima postize ,,izgladnjivanjem® ili tretmanom rapamicinom (152—154).

Translaciju GASS kontroliSe mTOR put, a klasifikovana je kao 5’-oligopiramidin RNK
(152,155). Naucnici su pokusali da objasne ulogu GASS5 u kontroli rasta ¢elije 1 dosli do
zakljucka, na eksperimentima sa T ¢elijskim linijama, da povecana ekspresija GASS dovodi do
apoptoze 1 smanjenog broja ¢elija u S fazi, a blokiranje (,,utiSavanje*) GASS5 dovodi do obrnutih
rezultata (155,156). Zbog samog znacaja karcinoma u oboljevanju, kao i visokog mortaliteta od
karcinoma, istrazivanja su usmerena ka otkrivanju funkcionalnih uloga GASS5 u bolestima ove
vrste. Prvo su pronasli, $to je bilo i ocekivano imajuéi u vidu nekontrolisani rast tumora, da je
ekspresija GASS5 smanjena kod pacijenata sa solidnim tumorima. Ekspresija GASS bila je u
znacajnoj negativnoj korelaciji sa velicinom tumora, stadijumom bolesti, 1 prognozom pacijenta
(157-159). Kada je u pitanju karcinom dojke, GASS je povezan sa kontrolom apoptoze i njegova
ekspresija je smanjena u ovoj bolesti (160). Kada je u pitanju tumor Zeluca, smanjena ekspresija
GASS5 povezana je sa pove¢anom proliferacijom celija i loSom prognozom (159). Polimorfizam
duge nekodiraju¢e RNK GASS5 povezan je sa rizikom od hepatocelularnog karcinoma (161).

GASS je ¢ak povezan sa pojavom metastaza i prognozom kod kolorektalnog karcinoma (162).

Povezanost GASS i karcinoma dojke je jedna od prvih povezanosti koja je istrazivana i dokazana.
Pre 10 godina nauc¢nici su dokazali da je broj transkripata GASS kod karcinoma dojke znacajno

smanjen u poredenju sa normalnim tkivom dojke, kao i da povecanje ekspresije GASS moze da
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dovede do zaustavljanja rasta i apoptoze u ¢elijama ljudskog karcinoma dojke. Niski nivoi
ekspresije GASS povezani su i sa lo§ijim ishodom kod pacijenata sa karcinomom pluca, §to je
ukazalo da GAS5 moZe imati ulogu i u supresiji rasta tumora (160). Kada je u pitanju interakcija
sa terapijom, ovakve studije su podvukle ulogu GAS5-nezavisnih lekova kao §to je imatinib ili
kombinovane terapije (tradicionalna hemoterapija i dvostruki PI3K/mTOR inhibitor) koja bi
mogla da poboljSa odgovor ¢elije i povrati normalnu ekspresiju GASS — stimuliSuéi apoptozu u

karcinomu.

Terapija karcinoma prostate uglavnom se bazira na uskra¢ivanju/blokiranju androgenih hormona,
Sto ima za cilj inhibiciju rasta ¢elija i uvodenje u apoptozu. Nazalost, posle odredenog vremena
karcinom prostate nastavlja da se razvija kao androgen nezavisni karcinom, te su novi pristupi
terapiji neophodni. Funkcionalne studije pokazale su da GASS moze da promovise apoptozu u
¢elijama karcinoma prostate, a pronadena je 1 pozitivna korelacija izmedu ekspresije GAS5 na
¢elijskom nivou i rasirenosti ¢elijske smrti (163). Na osnovu ovih istrazivanja postavljena je
hipoteza da bi kombinacija povecanja ekspresije ¢elijskog GASS i tradicionalne hemoterapije
mogla znacajno da unapredi leCenje karcinoma prostate. Nazalost, kasnija istraZivanja pokazala
su da je interakcija izmedu GASS, mTOR, tradicionalne hemoterapije i karcinoma prostate dosta

kompleksnija 1 dalja unapredenja ovog pristupa su neophodna (164).

Od otkri¢a GASS i prvih istrazivanja u vezi sa njenom povezanos$¢u sa karcinomom dojke, veliki
broj istrazivanja pokusao je da pronade i objasni vezu izmedu ove duge nekodiraju¢e RNK i

drugih tumora. Tabela 10 prikazuje ulogu GASS u razli¢itim karcinomima.

Istrazivanja u vezi sa ekspresijom i bioloskom funkcijom GASS5 u karcinomu pluca takode su
pokazala interesantne razultate. Sli¢no prethodnim zaklju¢cima, ekspresija GASS bila je
smanjena u tumorskom tkivu i povezana sa losijim klini¢kim i patohistoloskim karakteristikama
pacijenta i tumora. U Celijskim linijama nesitnocelijskog karcinoma plu¢a GASS5 predstavlja
nezamenljiv faktor koji utiCe na prestanak rasta i apoptozu. Jo$ jednu zanimljivost predstavlja
eksperiment sa demetilirajuéim agensom 5-aza-2-deoxy-cytidine Cija je upotreba pokazala da je
upravo epigenetska modifikacija povezana sa transkripcionom inaktivacijom GASS5 (158). Jo§
jedan znacajan faktor pominje se u vezi izmedu GASS i karcinoma pluca. Inhibitori tirozin kinaze
receptora epidermalnog faktora rasta (EGFR) smatraju se za prvu liniju leCenja nesitnocelijskog

karcinoma pluca u kasnom stadijumu kod pacijenata koji imaju mutaciju ovog receptora — $to

44



dovodi do duzeg prezivljavanja u ovoj grupi pacijenata. GASS je izabran kao ciljna duga
nekodirajuéa RNK koja bi mogla da bude povezana sa rezistencijom na inhibitore EGFR tirozin
kinaze (165). In vitro istrazivanja pokazala su da bi povecanje ekspresije GASS moglo da

prevazide ovu rezistenciju.

Veca ekspresija GASS uocena je i u krvi pacijenata sa nesitnoc¢elijskim kacinomom pluca, u
odnosu na zdravu populaciju (151,158). U svojoj visokocitiranoj studiji, Liang et al (2016)
pokazali su da je nivo GASS5 u plazmi pacijenata sa nesitnocelijskim karcinomom pluca statisticki
znacajno nizi u odnosu na kontrole. Takode, ekspresija GASS5 znac¢ajno je bila niza kod
pacijenata u Il 1 IV stadijumu bolesti u odnosu na I 1 II stadijum. U istrazivanju ovih autora, nivo
GASS dao je prili¢no dobre rezultate i u diskriminaciji izmedu pacijenata i kontrola, kao i izmedu
pacijenata u razli¢itim stadijumima bolesti, $to je podvuklo ulogu GASS kao dijagnostickog

biomarkera, sa boljim karakteristikama od CEA (151).

Znacaj nesitnocelijskog karcinoma pluc¢a u obolevanju i mortalitetu muSkaraca i zena Sirom sveta,
kao 1 problemi u vezi sa ranim otkrivanjem ovog karcinoma, adekvatnim stejdzingom koji utice
na terapiju i prognozu bolesti, zahtevaju detaljnija ispitivanja duge nekodiraju¢e RNK GASS5 i
njene uloge u ovom karcinomu. Imajuci u vidu broj novoobolelih svake godine u celom svetu,
postoji ogromna potreba za novim metodama prevencije, skrininga i ranog otkrivanja karcinoma

pluca (18).
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2 Ciljevi istrazivanja

1) Ispitati postojanje razlike u nivou ekspresije duge nekodiraju¢e RNK GASS kod

pacijenata sa nesitnocelijskim karcinomom pluc¢a u odnosu na zdravu populaciju.

2) Ispitati postojanje razlike u nivou ekspresije duge nekodiraju¢e RNK GASS kod
pacijenata sa nesitnocelijskim karcinomom pluca zavisno od zavisno od podtipa

nesitnocelijskog karcinoma pluca.

3) Ispitati postojanje razlike u nivou duge ekspresije nekodiraju¢e RNK GASS kod

pacijenata sa nesitnocelijskim karcinomom pluca zavisno od stadijuma bolesti.
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3 Metodologija istrazivanja

Istrazivanje je sprovedeno kao klinicko-laboratorijska studija preseka u okviru koje su
ispitanici podeljeni na eksperimentalnu i kontrolnu grupu. Klinicki deo istrazivanja je
sproveden u Klinici za onkologiju Klini¢ko-bolni¢kog centra ,,Bezanijska kosa* u periodu
izmedu novembra 2017. godine i februara 2018. godine. Laboratorijski deo istrazivanja
sproveden je u u periodu izmedu marta 2018. godine 1 maja 2018. godine u laboratoriji za
molekularnu biomedicinu,Instituta za molekularnu genetiku i geneticko
inzenjerstvo,Univerzitet u Beogradu . Studija je sprovedena u skladu sa nacelima Helsinske
deklaracije, a svi ucesnici su potpisali informisani pristanak za u¢e$¢e u studiji. Odobrena je
od strane nadleznog Etickog komiteta KBC BeZanijeks Kose i Etickog komiteta Medicinskog
fakulteta u Beogradu.

3.1 Klinicki deo istrazivanja

Svi pacijenti su prosli standardne dijagnosti¢ke procedure pre nego Sto je radena bilo kakva
intervencija. Pacijenti su nadalje klasifikovani prema podacima koji su se nalazili u
konzilijarnim prikazima i odlukama istih. Pacijenti koji su pripadali I i II stadijumu TNM
klasifikacije, nakon operativnog leCenja, u slucaju potrebe ponovo su klasifikovani
(patoanatomski stejdzing). Pacijenti III i IV klinickog stadijuma su klasifikovani na osnovu
konzilijarnih prikaza koji su ukljucivali primenjenu dijagnostiku i ph verifikaciju tumora
(klinicki stejdzing). Kod pacijenata II1 i IV stadijuma bolesti analizirano je i prisustvo EGFR
mutacija. Ukljuceni su samo novo dijagnostikovani pacijenti, to jest pacijenti koji nisu primali
nikakvu onkolosku terapiju. Svim pacijentima je uzet uzorak venske krvi u koli¢ini od 15 ml 1
u roku od 2h uzorak je transportovan u frizideru do Instituta za molekularnu genetiku i

geneticko inZenjerstvo gde ja dalje obradivan. Uzorak krvi je uzet pre bilo kakve intervencije.
3.2 Laboratorijske deo istrazivanja

3.2.1 Priprema plazme

Za svakog pacijenta i zdravu kontrolu uzorci krvi su prikupljeni u epruvete od 9 ml sa EDTA
(antikoagulantne epruvete) koje su ¢uvane na 4°C dok nisu transportovane do Instituta za

molekularnu genetiku 1 geneticko inZenjerstvo. Plazma je odvajana u roku od 4 sada od
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uzimanja uzorka kori§¢enjem protokola za centrifugiranje u dve faze. Tabela 11. prikazuje

korake u pripremi uzoraka.

Tabela 11. Protokol za pripremu uzoraka

Koraci u pripremi uzoraka

Centrifugiranje uzorka 10 min/1900 rct/+4°C
Prebacivanje uzoraka na led i odvajanje plazme

Plazma alikvotirana po 1,5 ml u manje tube

Centrifugiranje 10 min/16 000 rcf/+4°C kako bi se

uklonile preostale Celije

Pazljivo odvajanje supernatanta i alikvotiranje po 500 pl u

nove tube

Uzorci plazme ¢uvani u zamrzivacu na -80°C do izolacije

RNK

3.2.2 Izolacija RNK iz plazme

Za izolaciju RNK iz plazme pacijenata koris¢en je miRNeasz Serum/Plasma Kit (Qiagen,
Nemacka) primenom modifikovanog protokola. Zapremina pocetnog materijala povecana je
na 500 pl u skladu sa preporukama Ekstracelularnog RNK Konzorcijuma za komunikaciju
Nacionalnih instituta za zdravlje u Sjedinjenim Americkim Drzavama (166). Kona¢ni odnos
zapremina izmedu plazme, Qiazol LR 1 hloroforma je drzan konstantno 1:5:1, a dodatni
koraci ispiranja uradeni su koris¢enjemRPE pufera i 80% etanola. Na kraju, dupla elucija je
uradena koris¢enjem 30 pl RNase-FREE vode. Konac¢na koli¢ina izolovane RNK bila je 200-
750 ng na 500 ul plazme. Tabela 12 prikazuje korake u izolaciji RNK.
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Tabela 12. Protokol za izolaciju RNK (1)

Koraci u izolaciji RNK (1)

Uzorci u potpunosti otopljeni na sobnoj temperaturi
Na 500 pl plazme dodati 2,5 ml QIAzola i vorteksovati 5 — 10 sekundi

Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi u trajanju od 5 minuta dodato 500 pl

hloroforma
Uzorci snazno muckani 15 sekundi i inkubirani na sobnoj temperaturi 3 minuta
Uzorak centrifugiran 20 min/4500 rct/+4°C

Gornja, vodena faza, prebacena u novu tubu i dodato 100% etanola (1,5 volumena u
odnosu na volumen vodene faze) i dobro promesano provla¢enjem kroz nastavak

pipete gore-dole

Celokupan uzorak prebacen na kolonicu koja je prethodno montirana na vakuum

maifold (QIAvac 24 Plus, Qiagen, Nemacka)
Ukljucen vakuum i sa¢ekano dok celokupni uzorak prode kroz kolonicu
Kolonicu skinuta sa manifolda i stavljena u tubu, a zatim dodato 700 ul RWT pufera
Centrifugirano 30 sec/8000 rcf/+20°C

Eluat odbacen, na kolonicu dodato 500 ul RPE pufera i inkubirano 1 minut na sobnoj

temperaturi
Centrifugiranje 1 min/10000 rcf/+20°C
Eluat odbacen i ponovo ponovljen postupak elucije

Na kolonicu dodato 500 pul 80% etanol (napravljen sa ,,RNase free* vodom) i

inkubirano 1 minut na sobnoj temperaturi

Centrifugirano 2 min/10000 rcf/+20°C

Tabela 12. Protokol za izolaciju RNK (2)
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Koraci u izolaciji RNK (2)

Eluat odbacen i ponovljen jo$ jednom postupak pranja etanolom

Kolonica prebacena u novu tubu i prazna kolonica centrifugirana uz otvoren

poklopac, 5 min/13000 rcf/4+20°C
Eluat odbacen i kolonica ostavljena da se susi na vazduhu
Kolonica prebac¢ena u novu tubu i RNK eluirana u 30 ul ,,RNase free vode

Inkubirano 5 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim centrifugirano 1 min/13000

rcf/+20°C
Eluat vra¢en na kolonicu i ponovljen postupak elucije

Koncentracija i ¢isto¢a RNK odredena merenjem na spektrofotometru

3.2.3 Kvantitativna reverzna transkripcija

Reakcijom reverzne transkripcije (RT), vrsi se sinteza komplementarne DNK (¢cDNK).
Ukupna RNK (400 ng) je reverzno transkribovana u cDNK upotrebom RevertAid Reverse

Transcriptase (Thermo Scientific). Tabela 13 prikazuje protokol za reverznu transkripciju.

Tabela 13. Protokol za reverznu transkripciju

Koraci u reverznoj transkripciji

Napravljena smesa totalne RNK izolovane iz plazme i ,,random-hexamer* prajmera (100

pmol) u volumenu od 11 pl i inkubirano 5 minuta na 70°C
Ohladeno na ledu (1-2 minuta)

Dodata smesa koja sadzi 4 pl 5x RT-pufera, 2 ul ANTP (10 mM) i 40 U Revert-Aid® M-

MuLV reverzne transkriptaze (Thermo Scientific)
Smesu finalnog volumena 20 pl, inkubirana 15 min/25°C a zatim 1 h/42°C

Reakcija reverzne transripcije se zaustavlja inkubacijom na 70°C u trajanju od 10 min

Slika 20. graficki prikazuje proces reverzne transkripcije.
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dHTPe

RT

Slika 20. Reverzna transkripcija
(izvor: www.thermofisher.com)

3.2.4 Relativna kvantifikacija nivoa ekspresije GASS5 gena primenom ,,real-

time* PCR (qPCR) metode

Kvantitativni PCR (qPCR) metod omoguéava preciznu kvantifikaciju PCR produkata u
svakom ciklusu PCR reakcije, odnosno u realnom vremenu. Odreduje se ciklus u kome
fluorescentni signal poreklom od PCR prodkta znacajno prevazilazi ,,bazalni* nivo koji se
dtektuje u pocetnim ciklusima PCR reakcije, tzv. Ct ili ,,treshold cycle®. Vrednost Ct je
direktno proporcionalna koli¢ini ciljne PCR sekvence, pa se na osnovu njegove vrednosti
moze odrediti nivo ekspresije gena od interesa. Relativnu ekspresija GASS gena kod
pacijenata odredena je u odnosu na ekspresiju GAPDH gena kao endogene kontrole, 1
primenom komparativne ddCt metode (167). Relativna koli¢ina (RQ) GAS5 gena,

normalizovanog u odnosu na endogenu kontrolu i relativna u odnosu na kalibrator je;
RQ =2 odeje
ddCt = dCtuzorka - dCtkalibratora = (CtGASS - CtGAPDH) - (CtGASS kalibrator ~ CtGAPDH kalibrator)

Koa kalibrator, u ovoj studiji kori§¢ene su zdrave kontrole, tj. dCt,drave kontrole (medijana)-
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Ekspresija GASS gena je radena qPCR metodom na 7900 HT real-time PCR aparatu (Applied
Biosystems, USA) upetrebom TagMan® hemije.

PCR reakcija kvantifikacije GASS5 gena je bila finalnog volumena 10 pl i sadrzavala je 1 pl
cDNK, 1x TagMan® Universal Master Mix II (Applied Biosystems), TagMan® gene
Expression Assay za GASS (Hs03464472 ml), odnosno za GAPDH (Hs99999905 m1). Sve
reakcije su pustane u duplikatu. Termalni profil reakcije bio je: Aktivacija Taq polimeraze na

95°C/10 min, prac¢ena sa 50 ciklusa denaturacije na 95°C/15 sec 1 anilinga na 60°C/1 min.

3.3 Statisticka obrada

U ovoj studiji koris¢ene su deskriptivne 1 analiticke statisticke metode.
Od deskriptivnih koriS¢eni su:

e Apsolutni i relativni brojevi (n,%)
e Mere centralne tendencije (aritmeti¢ka sredina, medijana)

e Mere disperzije (standardna devijacija, percentili)
Od analitickih statistickih metoda koriS¢eni su testovi razlike:

e Parametarski (t test, ANOVA)
e Neparametarski (Hi-kvadrat test, Mann-Whitney U test, Kruskal-Wallis test,

Friedman test, Wilcoxon test, Cochrane Q test).

Naknadna, medugrupna poredenja radena su pomoc¢u Tukey (za parametarska) 1 Bonferroni

testa (neparametarska obelezja posmatranja).

Izbor testa za testiranje razlike zavisio je od tipa podataka i raspodele. Parametarski metodi
koris¢eni su u situaciji gde je raspodela bila normalna, dok su neparametarski koris¢eni u
situaciji gde raspodela nije normalna. Normalnost raspodele ispitivana je na osnovu
deskriptivnih parametara, testova normalnosti raspodele (Kolmogorov-Smirnov i Shapiro-

Wilks testa) i grafickim metodama (histogram, boxplot, QQ plot).

Dijagnosticka vrednost testa ispitivana je pomocu Reveiver Operating Characteristics (ROC)
krive. Cut-off vrednost je odredivana pomocu Youden-ovog indeksa i1 predstavlja tacku u
kojoj je najbolji odnos senzitivnosti i specifi¢nosti. Za ispitivani dijagnosticki test odredivana

je cut-off vrednost, senzitivnost, specificnost, pozitivna i negativna prediktivna vrednosti.

Rezultati su prikazani tabelarno i graficki.
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Svi podaci obradeni su u SPSS 20.0 (IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for
Windows, Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp. ) softverskom paketu i R 3.4.2 (R Core
Team (2017). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for

Statistical Computing, Vienna, Austria.) (168).

54



4 Rezultati istrazivanja

4.1 OpSte karakteristike uzorka

U studiji je u¢estvovalo 72 ispitanika, od kojih je 57 imalo potvrdenu dijagnozu karcinoma

pluca, dok je 15 bilo u kontrolnoj grupi. Detaljni podaci o u¢esnicima u studiji prikazani su u
Tabeli 14.

Najveci broj ucesnika obe grupe bio je muskog pola (72%) dok je manji broj ucesnika bio

zenskog pola (28%). Slika 21. prikazuje distribuciju ucesnika studije po polu.

Pol pacijenata u odnosu na pripadnost grupi pacijenata ili kontrola

Pol

M \uski
M Zenski

100

a0

&0

Procenat

40

20

Karcinom pluca

Slika 21. Distribucija ucesnika u studiji po polu

Nije bilo statiticki znacajne razlike u distribuciji u€esnika studije po polu izmedu ove dve

grupe.
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Starost uc¢esnika u studiji bila je izmedu 31 i 81 godine, sa medijanom za sve u¢esnike od 62
godine. Pacijenti su bili stariji, sa medijanom od 65 godina,zdravi su imali medijanu od 38
godina. Ova razlika izmedu pacijenata i kontrolne grupe je statisti¢ki znacajna (p < 0,001,
Mann-Whitney U test). Slika 22. prikazuje populacionu piramidu ucesnika, tj. distribuciju

ucesnika u studiji po godinama starosti, u odnosu na status pacijenta ili kontrole.

Populaciona piramida po statusu (pacijent/kontrola)

Karcinom pluéa
Ne Da

80 80

] ]

Starost (godine)

40 40

20 20

150 100 50 0p 50 100 150

Slika 22. Distribucija ucesnika u studiji po godinama

Najveci procenat pacijenata (91%) bili su pusaci, dok su samo dva ucesnika u grupi kontrola
bili pusaci (13%). I ova razlika izmedu pacijenata i1 kontrola bila je statisticki znacajna (p <

0,001, Fisher exact test). Slika 23. prikazuje odnos pusaca i nepusaca u studiji.
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Procenat

Odnos pusacainepusaca

Pusac
100 MDa
e

Pacijent

Slika 23. Odnos pusaca i nepuSaca u studiji
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4.2 Opste karakteristike pacijenata

U daljem tekstu analizirane su karakteristike samo grupe pacijenata ukupno i prema polu.

Tabela 15 prikazuje karakterisike pacijenata koji su ucestvovali u ovoj studiji ukupno i po
polu. U grupi od 57 pacijenata, 40 je bilo muskog, dok je 17 bilo Zenskog pola. Slika 24
prikazuje odnos pusSaca i nepuSaca prema polu. Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu

muskaraca i Zzena u vezi sa pusackim statusom.

80.0% Pusac

Hpa
W

60,0%

40,0%

Procenat

20,0%

0%

Muski Zenski
Pol

Slika 24. Odnos puSaca i nepuSaca u okviru pacijenata prema polu
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a0

g0

70

60

Starost (godine)

50

40

Slika 25 prikazuje starost pacijenata prema polu. Nije bilo statisticki znacajne razlike u

Populaciona piramida pacijenata prema polu
Pol

Zenski Muski

60

a0

40

30 20 1.0 0o 1.0 20 30 40 50

Slika 25. Distribucija starosti pacijenata prema polu

starosti pacijenata prema polu.

Slika 26 prikazuje ucestalost dijametara tumora prema polu. Dijametar tumora imao je

medijanu od 55 mm, kod muskaraca je bio nesSto manji (46 mm), dok je kod zena bio nesto

veci (60 mm). Ova razlika nije bila statisticki znacajna.
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Ucestalost
lod

psusg

0 20 40 60 80 100 120

Dijametar Tumora (mm)

Slika 26. Dijametar tumora prema polu

Najveci broj pacijenata imao je dijagnozu adenokarcinoma pluc¢a i skvamocelularnog
karcinoma pluca, i u vezi sa histopatoloSkim nalazom nije bilo statisticki znacane razlike
izmedu muskaraca i Zena. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu muskaraca i Zena nije bilo ni u
vezi sa stadijumom bolesti, s obzirom da je otprilike isti procenat (izmedu 20 i 25%)
pacijenata bio u svakom od Cetiri stadijuma bolesti. Slika 27 prikazuje stadijum bolesti prema

polu pacijenata.
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Pol Stadijum
baolesti

Muéki Zenskd m:
]

[ i
[y

Slika 27. Stadijum bolesti u odnosu na pol

4.2.1 GASS ekspresija u odnosu na pol pacijenata

Vrednost ekspresje GASS bila je 0.65 ukupno. Kod muskaraca je medijana ekspresije bila
0.58, dok je kod Zena bila nesto visa, i to 0.97. Ova razlika izmedu muskaraca i Zena nije bila

statisticki znacajna (p = 0,360, Mann-Whitney U test) (Slika 28).

PN

I
in

Tod

Frequency
o
[=]

1
Ln

2
o

7.5

50 | | | |
25 - . | | |
0,0

0 1,0 2,0 30 40

PsUR T

GASS ekspresija

Slika 28. GASS ekspresija medu pacijentima prema polu
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4.3 Stadijum bolesti

Tabela 16 prikazuje karakteristike pacijenata u odnosu na stadijum bolesti.

Najveci broj pacijenata (16) bio je u I stadijumu bolesti, a najmanji broj u drugom stadijumu.

Slika 29 prikazuje distribuciju pacijenata po stadijumima bolesti.

adijum bolesti

Stadijum
bolesti

i
i
L0
1"

Slika 29. Distribucija pacijenata po stadijumima bolesti

U III stadijumu bolesti je odnos muskaraca i zena bio najvise u korist muskaraca, dok je u II
stadijumu bio najviSe u korist Zena (50%). Slika 30 prikazuje distribuciju pacijenata prema

polu u okviru stadijuma bolesti.

64



$9

159} (] ASWIY A\ -UUBN q 159) Nx .

(05°Z8 (0S°€L (sT'L9 (sTee (0089 (o)
100°0> -GL'8%) 00°09 -0S°LS) 00°€9 -0S°T¥) 059 -00'C7) 0S'LT -00'2€) 00°SS ) Iejoweli(
(%r1L) 1 (%L99) T (%00°0) 0 (%SL81) € (%LL'8) S ON
(%98°76) €1 (%€€°€6) ¥1 (%00°001) TT (%ST18) €1 (%£T°16) TS eq
L,1€5°0 :ofuogng
£17°0 (S0°01) LO'€9 (S0°L) L9°S9 (€€7L) €€°€9 (6¥'9) 1€°L9 (08°L) 00'S9  (ouIpo3) Jso1e)S
(%LS'8D) ¥ (%00°02) € (%00°05) 9 (%00°S0) ¥ (%T8°60) LI D[suay
(%P 1L) 01 (%00°08) T1 (%00°05) 9 (%00°SL) T1 (%81°0L) OF DISNA
€010 Jod
q P 1=N S1=N TI=N 91=N LS=N
wnfipeis AT wnftpess 111 wnfipe)s g wnfipe)s | [1as]

‘1352]0q winlipvis vu nsoupo n 1 oudnyn vpual1dovd ay1S1IIYVIVY] 9] D]IGD ]



Distribucija pacijenata prema polu u okviru stadijuma bolesti
Pol

W Muskd

100 p
W Zenski

30

a0

FProcenat

40

Stadijum bolesti

Slika 30. Distribucija pacijenata prema polu u okviru stadijuma bolesti

Nije bilo statisticki znacajne razlike u starosti pacijenata razli¢itih stadijuma. Slika 31

prikazuje distribuciju starosti pacijenata prema stadijumu bolesti.

= EE——
= sl = Ba
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40 50 60 70 30 90

Starost (godine)

nsajoq umlipeyy
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Frequency
O = 1 W & im0~ W o LD = W s O =l W = e

Slika 31. Distribucija starosti pacijenata prema stadijumu bolesti
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U svim stadijumima bilo je najviSe pusaca, preko 90% ukupno. Slika 32 prikazuje puSacki

status u okviru stadijuma bolesti kod pacijenata.

Procenat pusata i nepuSata u okviru stadijuma bolesti

Pusat
MDa

100
[

80

60

Procenat

40

I
T

Stadijum bolesti

=

I I

Slika 32. Pusacki status u okviru stadijuma bolesti kod pacijenata

Dijametar tumora razlikovao se statisticki znacajno izmedu razli¢itih stadijuma, tako da je
najmanji bio u I stadijumu bolesti, a najve¢i u IIl 1 IV stadijumu. Slika 33 prikazuje

distribuciju dijametara tumora u odnosu na stadijum bolesti.
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Slika 33. Distribucija dijametara tumora u odnosu na stadijum bolesti
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4.4 GASS Ekspresija

Tabela 17 prikazuje GASS ekspresiju u odnosu na zdravu i obolelu populaciju.GASS5
ekspresija bila je veca u grupi kontrola u odnosu na grupu obolelih . Ova razlika izmedu

pacijenata i kontrola bila je na granici statsticke znacajnosti (p = 0.081).

Tabela 17. Gas5 ekspresija ukupno i u zavisnosti od pripadnosti grupi pacijenata ili

kontrola
GAS5
[Svi]
0,67 (0,19-1,70)
N=73
Ne
1,00 (0,57-2,07)
N=15
Da
0,65 (0,16-1,39)
N=58
P’ 0,081

* Studentov t test

eJ

TUtestalost

eonyd urour.rexy

N

L o [ -

0 10 20 30 40 50

GASS ekspresija

Slika 34. Ucestalost nivoa ekspresije GAS5 kod pacijenata i kontrola
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Slika 34. prikazuje ucestalosti nivoa ekspresije GASS kod zdravih i obolelih. Kod obolelih se
cesce vidaju nizi nivoi ekspresije GASS5 nego kod kontrolne grupe, iako se u najve¢em delu
spektra GASS ekspresije ove dve grupe preplicu, Sto ukazuje na nizak znacaj GASS u

diskriminaciji izmedu njih.

Tabela 18 prikazuje ekspresiju GASS5 u odnosu na stadijum bolesti kod pacijenata sa
karcinomom pluca. Najveca eskpresija uocena je kod pacijenata II stadijuma bolesti, a najniza
kod pacijenata III stadijuma bolesti. Postoji statisticki znacajna razlika u GASS5 ekspresiji

izmedu pacijenata razlicitih stadijuma bolesti (p < 0,001).

Tabela 18. GAS5 ekspresija u odnosu na stadijum bolesti kod pacijenata

GASS
[Svi]

0,65 (0,16-1,43)
N=57
I stadijum

1,01 (0,41-2,50)
N=16

IT stadijum
1,48 (0,67-2,18)
N=12

III stadijum
0,09 (0,05-0,16)
N=15

IV stadijum
0,64 (0,49-1,11)
N=14

*

p <0,001

" Kruskal Wallis test

Slika 35 prikazuje razliku izmedu GASS5 ekspresije kroz Cetiri stadijuma bolesti.
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Slika 35. GASS ekspresija u Cetiri stadijuma bolesti
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1.0
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Slika 35a. GAS'5 ekspresija u Cetiri stadijuma bolesti
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Najveci pad ekspresije GASS vidi se u III stadijumu bolesti koji se statisticki znacajno
razlikuje od I (p <0.001), IT (p <0.001) 1 IV stadijuma (p = 0.0037). Statisticki znacajne
razlike nisu uo¢ene izmedu I 1 II kao ni izmedu I 1 IV stadijuma bolesti, ali statisticki znacajna

razlike u GASS ekspresiji postoji izmedu II 1 IV stadijuma bolesti (p = 0.033).

Tabela 19. prikazuje ekspresiju GASS5 u odnosu na T klasu TNM klasifikacie bolesti kod
pacijenata. Najveca eskpresija uocena je kod pacijenata T1 stadijuma, a najniza kod
pacijenata T4 stadijuma. Postoji statisticki znacajna razlika u GASS ekspresiji izmedu

pacijenata razli¢itih T stadijuma bolesti (p < 0.012).

Tabela 19. GAS5 ekspresija u odnosu na T stadijum bolesti kod pacijenata

GAS5
[Svi]

0,65 (0,16-1,43)
N=57
T1

2,24 (0,74-2,73)
N=11
T2

0,68 (0,42-1,21)
N=15
T3

0,57 (0,09-1,27)
N=17
T4

0,16 (0,08-0,86)
N=14
p’ 0,012

" Kruskal Wallis test
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Slika 36 prikazuje nivoe GASS5 ekspresije izmedu grupa pacijenata na osnovu T klasifikacije.
T1 klasa se statisti¢ki znacajno razlikuje od svih ostalih klasa (T2, T3 i T4), dok izmedu T2 i
T3 klase, kao i izmedu T3 i1 T4 klase ne postoji statisticki znacajna razlike. Statisticki

znacajna razlika uocena je 1 izmedu T2 i1 T4 klase bolesti.

40
o o
3,0
_'.'E
.E o
@
g
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[%]
& 2p
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u
[ 2]
-
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1,0
a
T1 T2 T3 T4

T klasa

Slika 36. GASS ekspresija u zavisnosti od T klase
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GASS ekspresija

3,0

T klasa

Slika 36a. GAS5 ekspresija u zavisnosti od T klase
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4.0

3.0

1.0

Mo M1 Mz N3
N Kklasa

Slika 37. GASS ekspresija u zavisnosti od N klase
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GASS ekspresija

1.0

N klasa

Slika 37a. GASS ekspresija u zavisnosti od N klase

Slika 37 prikazuje ekspresiju GASS5 u odnosu na N klasu TNM klasifikacije bolesti kod
pacijenata. NO klasa se statisticki znacajno ralikuje od N2 i N3 klase, dok izmedu ostalih

grupa nije bilo statisticki znacajne razlike.

Tabela 20. prikazuje ekspresiju GAS5 u odnosu na N klasu TNM klasifikacie bolesti kod
pacijenata. Najveca eskpresija uocena je kod pacijenata NO stadijuma, a najniza kod
pacijenata N3 stadijuma. Postoji statisti¢ki znacajna razlika u GASS5 ekspresiji izmedu

pacijenata razli¢itih N stadijuma bolesti (p < 0,006).
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Tabela 20. GAS5 ekspresija u odnosu na N stadijum bolesti kod pacijenata

GAS5
[Svi]

0,65 (0,00-3,76)
N=57
NO

1,20 (0,05-3,76)
N=27
N1

0,56 (0,00-2,22)

=8

N2

0,50 (0,02-2,41)
N=18
N3

0,08 (0,03-0,57)
N:
p’ 0,006

" Kruskal Wallis test

Tabela 21. GASS ekspresija u odnosu na M stadijum bolesti kod pacijenata

GASS
[Svi]

0.65 (0.16-1.43)
N=57
MO

0.65 (0.14-1.80)
N=43
M1

0.64 (0.49-1.11)
N=14
p* 0.911

*Mann-Whitney U test
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Tabela 21. prikazuje GASS ekspresiju u odnosu na M stadijum bolesti kod pacijenata. Nije

bilo statisticki znacajne razlike u GASS eskpresiji izmedu pacijenata MO i M1 stadijuma.

40

3.0

GASS ekspresija

1,0

0 M1
M klasa

Slika 38. GAS5 ekspresija u zavisnosti od M klase
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1,5

1.0

GASS ekspresija

M klasa

Slika 38a. GAS'5 ekspresija u zavisnosti od M klase

Slika 38 prikazuje GASS ekspresiju kod grupa pacijenata na osnovu M klasifikacije. Nije

uocena statisti¢ki znacajna razlika u GASS eskpresiji izmedu MO i M1 klase pacijenata.

Slika 39 prikazuje GASS ekspresiju kod pacijenata u odnosu na EGFR status. GASS
ekspresija kod pacijenta sa EGFR mutacijom bila je 0,48 dok je medijana kod ,,wild type*
pacijenata bila 0,93.
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GASS5 ekspresija

25

20

Mutacija Wild type
EGFR

Slika 39. GASS ekspresija u odnosu na EGFR status

GASS ekspresija

Mutacya Wild type
EGFR

Slika 39a. GAS5 ekspresija u odnosu na EGFR status
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4.5 Diskriminatorna vrednost GASS ekspresije

ROC kriva
1.0

0,8

0,6

Senzitivnost

0.4

00 0,2 04 0,6 0,8 1,0

1 - Specifiénost
Slika 40. ROC kriva pacijenti-kontrole

Slika 40 prikazuje ROC krivu koja je koriS¢ena za raCunanje mogucnosti GASS ekspresije da
diskriminiSe izmedu pacijenata sa tumorom pluca i zdravih kontrola. U nasoj studiji vrednost
povrsine ispod krive (area under the curve — AUC) je bila 0,65 (95% CI: 0,50 — 0,79, p =

0,81), sa optimalnom senzitivnos¢u i specificnos¢u od 45% 1 73%, redom.
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ROC kriva
1.0

0,8

0.6

Senztivnost

0.4

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - Specifitnost
Slika 41. ROC kriva kontrole-111 stadijum bolesti

Slika 41 prikazuje ROC krivu koja je kori§¢ena za racunanje mogucnosti GASS5 ekspresije da
diskriminiSe izmedu pacijenata sa tumorom pluc¢a u III stadijumu bolesti i zdravih kontrola. U
nasoj studiji vrednost povrsine ispod krive (area under the curve — AUC) je bila 0,93 (95%
CI: 0,84 — 1,024; p < 0.001), sa optimalnom senzitivnos¢u 1 specificnos¢u od 87% 1 93%,

redom.
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ROC kriva

Senzitivnost

"0 0,2 0.4 0.6 0,8 1.0

1 - Specifitnost
Slika 42. ROC kriva kontrole-I11 stadijum bolesti

Slika 42 prikazuje ROC krivu u slucaju kombinovanja pacijenata u III i IV stadijumu bolesti
u poredenju sa kontrolnom grupom. GASS ekspresija je pokazala znacajnu prediktivnu

vrednost sa AUC od 0,82 (85% CI: 0,67 — 0,93; p = 0.001), uz senzitivnost od 53% 1
specifi¢nost od 79%.
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ROC kriva
1.0

0,8

0.6

Senztivnost

0,4

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - Specifiénost

Slika 43. ROC kriva kontrole-111 i 1V stadijum bolesti

Na kraju, ispitivali smo da li GASS ekspresija moze da pomogne u diskriminaciji izmedu
pacijenata I i II stadijuma bolesti (kombinovano) i pacijenata u III 1 IV stadijumu bolesti
(kombinovano). Slika 43 prikazuje ROC krivu u ovom sluc¢aju, gde je AUC 0,82 (95% CI:
0,71 — 0,92; p <0.001) uz senzitivnost od 73% 1 specifi¢nost od 79%.
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GASS ekspresija

AdenoCa Ca adenoscuamosum Ca nonmicrocell. Ca squamocell

Tip karcinoma
Slika 44. GAS5 ekspresija u odnosu na tip karcinoma
Konacno, ispitivali smo da li se GASS5 ekspresija znacajno razlikuje izmedu pacijenata sa

razli¢itim tipovima karcinoma pluca. Slika 44 prikazuje GASS5 ekspresiju u odnosu na tip

karcinoma. Nije bilo statisticki znacajne razlike u GAS5 ekspresiji u odnosu na tip ovog

maligniteta (p = 0,412).
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5 Diskusija

Sa razvojem novih tehnologija i1 pristupa analizi genetskog materijala dugih nekodirajuc¢ih
RNK se otkriva njihova disregulacija (povecana ili smanjena ekspresija) u nesitnoc¢elijskom
karcinomu pluca. Pojedine nekodiraju¢e RNK povezane su sa razli¢itim stadijumima u ovom
karcinomu, pojedine se specifi¢no eksprimuju kod odredenog tipa karcinoma pluca, a
pojedine se povezuju sa otpornosc¢u na lekove. Zbog ovih saznanja, neophodno je dobro
prouciti ulogu nekodiraju¢ih RNK u patogenezi i leCenju ove bolesti. Najveci problem koji je
potrebno resiti jeste relativno mali broj dugih nekodiraju¢ih RNK koje su opisane i dobro

proucene, kao i nejasnoce u vezi sa njihovim ulogama.

Veliki broj pitanja je i dalje otvoren: na koji na¢in duge nekodiraju¢e RNK reguliSu nishodne
puteve; da li mozemo koristiti duge nekodiraju¢e RNK kao prediktivni parametar za rizik od
karcinoma pluca, ili kao rani dijagnosti¢ki marker, ili kao prognosticki marker; na koji na¢in
duge nekodiraju¢e RNK uticu na rezistenciju na lekove; da li je mogucée iskoristiti duge

nekodirajué¢e RNK kao lekove i na koji nacin je moguc¢e dopremiti ih do target tkiva?

Na nivou naSe studije, uoceno je da oboleli pacijenti nisu imali zna¢ajno nizu ekspresiju
GASS5 u odnosu na kontrolnu grupu. Sli¢na studija pokazala je da su pacijenti u I stadijumu
bolesti imali znacajno nizu ekspresiju od zdrave populacije (169). Razlika u GASS5 ekspresiji
izmedu obolelih pacijenata i kontrolne grupe nije bila znacajna ¢ak ni kada smo pacijente u I
stadijumu bolesti podelili na one u IA 1 IB stadijumu. Jedno objasnjenje mozda lezi u malim
grupama pacijenata u odredenom stadijumu bolesti, dok postoji i mogucnost da je razlika koju
su uocili Tan i saradnici 2017 god. (169) u tumorskom tkivu nije jednaka razlici koju je
moguce detektovati kada se GASS5 meri u plazmi periferne krvi. Zbog toga bi bilo od izuzetne
vaznosti uraditi studije na ve¢em broju pacijenata u ranim stadijumima nesitnocelijskog

karcinoma pluca.

GASS se pokazao kao kao dobar parametar za odredjivanje razli¢itosti izmedu zdravih
pacijenata i pacijenata u III stadijumu bolesti (p < 0,001). Jedine dve studije koje su se bavile
analizom cirkuliSu¢eg GASS kod pacijenata sa nesitnocelijskim karcinomom pluc¢a pokazale
su da ekspresija opada sa rastu¢im TNM stadijumom bolesti (151,170). NasSa studija je
pokazala sli¢ne rezultate, najveci pad viden jeu tre¢em stadijumu bolesti, $to je znacajna

prediktivna ¢injenica.
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Ovom ,,te¢nom biopsijom”je pokazano da GASS5 je imao dobre rezultate i kao indikator
veli¢ine tumora, s obzirom da su pacijenti sa tumorima ve¢im od 3 cm imali znacajno manju
ekspresiju od pacijenata sa tumorima manjim od 3 cm. Ova tumor-supresorska karakteristika
GASS je prepoznata u postojecoj literaturi (158,171). Nasa studija pokazuje da GAS5
ekspresija opada kako raste T stadijum bolesti.Na dalje, pacijenti sa nesitnocelijskim
tumorom pluca i sa metastazama u regionalnim limfnim ¢vorovima imali su znac¢ajno nizu
ekspresiju GASS u poredenju sa pacijentima bez metastaza. Sve zajedno,ovi rezultati nivoa
plazmatskog GASS su znacajnog potencijala signifikantnosti za odredjivanje rasirenosti ove

neoplazme.

Nedavni eksperimenti in vitro pokazali su da supresija GASS omogucava povecéanu migraciju
¢elija 1 invaziju, Sto na vrlo specifi¢an na¢in omogucava progresiju nesitnocelijskog
karcinoma pluca (172). Ista studija je pokazala jo§ znacajniji rezultat, a to je da GAS5
ekspresiju kontroliSe homolog fosfataze i tenzina (PTEN — Phosphatase and Tensin homolog),
tumor-supresorski protein. Na taj nacin je potvrdeno postojanje ose GAS5/miR-205/PTEN
(172). GASS ima klju¢nu ulogu u supresiji proliferacije, migracije i invazije mehanizmom
inhibicije miR-205. miR-205 inhibise PTEN expresiju tako Sto se ukljucuje u regulaciju
translacije PTEN-a. Na ovaj nacin, regulacija PTEN puteva signalizacije mogla bi da bude put

ka razvoju novih usko targetiranih terapija za nesitnocelijski karcinom pluca (172).

Lecenje karcinoma pluca je individualno, uskladeno u odnosu na starosnu dob, komorbiditet,
vrstu 1 stadijum karcinoma 1 preference pacijenata. Novinu u individualizovanom lecenju
pretstavljaju bioloske terapije, imunoterapije i ,,target terapije za nesitnocelijski karcinom
pluca koje su razvijene metodama genetike i molekularne medicine. Ove tehnike su dovele do
novog polja precizne medicine zasnovanog na jedinstvenim molekulskim karakteristikama
pojedinacnog pacijenta i speificnostima karcinoma. Medutim, standardno lecenje koje
ukljucuje hirurgiju, hemioterapiju i zracenje, i dalje je najces¢a opcija leCenja za stadijume
karcinoma pluca I, II i III. Najznacajnije inovacije su uglavnom vezane za pacijente u [V

stadijumu karcinoma pluca (tj. stadijumu diseminovane maligne bolesti) (173)

Najadekvanije leCenje je preduslovljeno tacnim ph verifikacijom tipa tumora pluca i
odredivanjem stadijuma bolesti.Nasa studija pokazala je kako GASS5 ekspresija moze pomoci
u diskriminaciji pacijenata u razli¢itim stadijumima bolesti i time pomo¢i u stejdZingu bolesti,

Sto ima velikog uticaja na izbor terapije i prognozu bolesti.
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Stadijum I(Ai B) ukljucuje T1aNOMO, TIbNOMO, i T2aNOMO kategorije prema 8. TNM
klasifikaciji. U naSoj studiji je I stadijum bolesti karakterisao najmanji pad ekpresije GASS,
kao 1 slaba moguénost ovog potencijalnog biomarkera da diskriminiSe izmedu zdravih 1
obolelih pacijenata ove faze bolesti. Treba istaci da je GASS ipak dosta zavisio od veli¢ine

tumora, te moze pomo¢i u proceni veli¢ine tumora.

Hirurgija je metod lecenja za prvi stadijum ovog maligniteta.Smatra se najoptimalnijim
leCenjem ukoliko su svi preoperativni uslovi koji ukljuc¢uju procenu operabilnosti i
resektabilnosti za obavljanje intervencije ispunjeni.Sustinski, ukoliko je operacija bila

radikalna nema mesta primeni adjuvantne terapije.

Pacijenti kojima je pluéna funkcija limitirana u takvoj meri da se operativno lecenje ne moze
sprovesti su kandidati za druge modalitete leCenja,pre svega za hemioterapiju a petogodiSnje

prezivljavanje kod ovako tretiranih pacijenata u I stadijumu bolesti je izmedu 10 1 25%.

Pacijenti koji ,iz nekog razloga, nisu radikalno operisani (pozitivan rub resekcije)zahtevaju ili
reesekciju ili primenu hemioterapije i/ili primenu zracne terapije.Adjuvantna hemioterapija se
indikuje 1 kod pacijenata gde postoji patoanatomski nalaz slabo diferentovanog tipa tumora,
tumora veceg od 4cm 1 zahvacenosti viseralne pleure, prisutne vaskularne invazije, ili je

nodalni status nepoznat (169).

Stadijum II(Ai B) ukljuc¢uje T2bNOMO, T1aN1MO, TIbN1MO, T1bN1MO, T2aN1MO,
T2bN1MO, 1 T3N1MO kategorije prema 8. reviziji TNM Kklasifikacije. GASS ekspresija nije se
znacajno razlikovala izmedu I i II stadijuma bolesti, te nije ocekivano da moze pomoci u
diskriminaciji ove dve grupe pacijenata.Alii rezultati pokazuju da je najveca ekspresija

uocena u ovom stadijumu.

Hirurska resekcija je metoda izbora i u drugom stadijumu karcinoma pluca, osim kada nije
indikovana zbog prisutnih komorbiditeta ili ograni¢ene plu¢ne funkcije.Adjuvantna
hemioterapija posle radikalnih operacija pacijenata II klini¢kog stadijuma je indikovana jer je
ukupno prezivljavanje duze (174—176). Adjuvanta radioterapija nije indikovana u ovom
stadijumu izuzev kod nekompletnih resekcija tumora zida grudnog kosa.Kod nekompletnih
resekcija potrebno je nastaviti dalje leCenje ili dodatnom resekcijom sa hemioterapijom ili

hemioradioterapija i potom hemiterapija.

Pacijenti ¢ija je bolest klasifikovana u T1-T2N1 ili T3NO a operacijom nije bila moguca

potpuna disekcija medijastinalnih limfnih ¢vorova ,kada je bilo prisutno ekstrakapsularno
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Sirenje 1 margine su bile blizu tumora nastavljaju dalje leCenje hemioradioterapijom a potom

hemioterapijom.

U III stadijumu postoje T1aN2MO, T1bN2MO0, T2aN2MO0, T3N1MO, T3N2MO, i TAN1IMO
kategorije prema 8. reviziji TNM Kklasifikacije.

GASS je u nasoj studiji pokazao odli¢nu diskriminaciju izmedu zdravih i pacijenata sa rakom

pluca u III stadijumu bolesti, sa senzitivno$¢u od 87% 1 specificnos¢u od 93%.

Hirurska resekcija, hemioterapija, radioterapija, imunoterapija kao 1 kombinacija ovih
modaliteta moZze da pretstavlja optimalni terapijski pristup u le€enju ovih pacijenata.

PetogodiSnje prezivljavanje u stadijumu IIIA krece se od 10-25%.

Pacijenti koji imaju ekstenzivnije zahva¢ene medijastinalne limfne ¢vorovima (N2 ili N3)
nisu pogodni za hirurSku resekciju, ve¢ su najpre kandidati za kombinovanu hemio i
radioterapiju, ili pak imunoterapiju . Kombinacije hemioterapeutika na bazi cisplatine su
optimalno reSenje, a karboplatina je najbolja alternativa kod pacijenata kojima je cisplatina

kontraindikovana. Zracenje se sprovodi u vise frakcija sa ukupnom dozom od 60 greja.

Adjuvantna hemoterapija ili hirurSka resekcija, prema dosadasnjim ispitivanjima ne uti¢nu
znacajno na prezivaljavanje pacijenata koji su inicijalno leceni kombinacijom hemioterapije i

zracenja (177).

Velika randomizovana studija koju je sprovela Evropska organizacija za istrazivanje i leCenje
karcinoma (EORTC) uporedila je hirurSko lecenje sa zratnom terapijom nakon inicijalne
hemoterapije. U ovoj studiji nije uoCena znacajna razlika u duzini prezivljavanja izmedu dva

modaliteta lecenja u podgrupi N2, stadijuma IIIA.

Pacijenti u N1 podgrupi, bez ekstenzivnog zahvatanja limfnih ¢vorova, iako u IIIA stadijumu
bolesti, bolji su kandidati za hirursko leCenje, jer se moze posti¢i zadovoljavajuca resekcija
nakon inicijalne hemioterapije, a dvogodis$nje prezivljavanje kod ovako leCenih pacijenata je 1

do 70%.

Pacijenti u stadijumu IITA (T3N1) koji su kandidati za inicijalnu hirur§ku resekciju trebalo bi
da dobiju i adjuvantnu hemioterapiju nakon operacije. Kod pacijenata sa pozitivnim nalazom

u grani¢nim zonama, zrac¢enje se moze pridodati istovremeno sa hemoterapijom.

Adjuvantna radioterapija se razmatra i za pacijente sa ekstenizivnijim zahvatom

medijastinalnih limfnih ¢vorova. Inicijalno je nekoliko retrospektivnih studija ukazalo da
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postoji benefit od adjuvantne radioterapije, ali su prospektivne studije inicijalno dale oprecne

rezultate, a njihova metaanaliza nije potvrdila znacajnije efekte na prezivljavanje (178).

Staduijumu III B pripadaju oboleli sa T4,bilo kojim N i T,N3,M0.Resekcija je indikovana u
klinickom statusu T4NOMO kod odabranih pacijenata.Pacijenti ovog stadijuma,prema novoj
klasifikaciji,nisu operabnilni tako da je osnovni vid lecenja hemioterapija sa ili bez
radioterapije.Konkuretna hemoradioterapija se primenjuje kod obolelih u dobrom opstem

stanju

40% pacijenta se dijagnostikuje u momentu kada je bolest u IV klinickom stadijumu.
Oboleli sa onkogenim drajver mutacijama za koje su razvijeni efikasni bioloski lekovi (oko
20% NSCLC) imaju znacajno duze prezivljavanje. Ostali pacijenti sa NSCLC koji su dobrog
opsteg stanja poslednjih godina dobili su Sansu za leCenje raznim modalitetima, platinskim
dubletom, imunoterapijom ili kombinacijom oba; medu njima je doduSe manji procenat onih
koji odli¢no reaguju pre svega na imunoterapiju, samu ili u kombinaciji sa platinskim
dubletom, pa imaju dugotrajno prezivljavanje. Palijativna radioterapija se ukljucuje u kontroli
pojedinih simptoma lokalnog rasta primarnog tumora ili simptoma metastaza bolesti.
Hirurgija se primenjuje u slucaju solitarnih metastaza u mozgu koje se mogu
odstraniti.Stereotaksi¢na radioetrapija moze takodje biti indikovana kod postojanja meta
promena u CNS. Kada postoji resektabilan karcinom pluc¢a sa jednom metastazom u jednom

nadbubregu moguce je hirursko lecenje(172).
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6 Zakljucci

1. GASS ekspresija je statistiCki znac¢ajno niza kod pacijenata sa tumorima ve¢im od 3 c¢m, §to
ukazuje na potencijal ekspresije GAS5 da ukaze na veli¢inu tumora.Time se uo¢ava njen

dijagnosticki znacaj.

2.Ekspresija GASS5 opada sa stadijumom bolesti, s tim $to je najniza ekspresija uocena kod
pacijenata u III stadijumu bolesti, u odnosu na zdrave pacijente , ali 1 pacijente I, II ili IV

stadijuma bolesti.

3.GASS ekspresija progredijentno opada sa T stadijumom bolesti, tako da je najve¢a kod T1
stadijuma, a najniza kod T4 stadijuma. Na sli¢an nacin GASS5 ekspresija opata u odnosu na N
stadijum bolesti, te je ekspresija najvisa kod NO stadijuma, a sa invazijom limfnih ¢vorova

GASS ekspresija opada.

4.GASS ekspresija se pokazala kao pouzdan indikator uoc¢avanja razlike izmedu kontrolne
grupe i pacijenata u III stadijumu bolesti (kada je ekspresija najmanja) sa optimalnom

senzitivnoscu i specifi¢noséu od 87% 1 93%, redom.

5.GASS ekspresija je pokazala znacajnu prediktivnu vrednost za uocavanje razlike izmedu
zdravih pacijenata i pacijenata u kasnom stadijumu bolesti, uz senzitivnost od 53% i

specifi¢nost od 79%.

6.0vom “te¢nom biopsijom* mozemo da uo¢imo razliku izmedu pacijenata u ranim
stadijumima bolesti (I i IT) 1 kasnim stadijumima bolesti (Il i [V), i to uz senzitivnost od 73%

1 specificnost od 79%.
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7.GASS ekspresija se nije pokazala kao dobar indikator koji pouzdano diskriminise zdravu
populaciju od pacijenata I ili II stadijuma bolesti, te rezultati nase studije ne podrzavaju
njegovu upotrebu kao predikotora za rano otkrivanje nesitnocelijskog karcinoma pluca.

Izracunata je senzitivnost od 45% 1 specifi¢nost od 73%.

8.Ekspresija GASS5 smanjena je kod pacijenata sa nesitnocelijskim tumorom plu¢a u odnosu

na zdravu kontrolnu grupu.

9.0vom “te¢nom biopsijom” odredjivanje ekspresije ove vrste RNK bi mogla ,na osnovu
ovog a i daljeg ispitivanja, se primenjivati u otkrivanju nesitnocelijskog karcinoma pluc¢a u
populaciji sa visokim rizikom od oboljevanja od ove bolesti.Takodje, otvaraju se vrata za
dalja proucavanja za ispitivanje prognoze i terapije u zavisnosti od nivoa ekspresije ove

plazma RNK.
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