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1. UVOD

1.1. Sveobuhvatno gensko profiliranje

Razvoj novih molekularnih tehnika, kao $to je masivno paralelno sekvencioniranje primjenom
sekvencera nove generacije-NGS (engl. new generation sequencing) omogucéio je
automatiziranu detekciju razli¢itih genskih promjena. Takva mogucénost donijela je novu
dijagnosticku, klini¢ku 1 terapijsku primjenu u lijeCenju onkoloskih bolesnika. Vec¢ina klinickih
1 dijagnostickih laboratorija provodi monogenska testiranja, primjenom lancane reakcije
polimeraze-PCR (engl. polimerasa chain reaction) i NGS metode, dok sveobuhvatno gensko
profiliranje nudi, u jednom testiranju, analizu promjena nekoliko stotina ciljanih gena

ukljucenih u nastanak i progresiju tumora, tzv. driver mutacija (1, 2, 3).

Sveobuhvatno gensko profiliranje-CGP (engl. comprehensive genomic profiling) metoda je
analize malignih tumora koja koristi NGS metodologiju za detekciju Cetiri glavne skupine

promjena gena, za koje je poznato da utjecu na rast malignih tumora (1):

v’ supstitucije baza
v’ insercije i delecije
v' promjene broja kopija (CNA)

v' preraspodjele i fuzije

Sveobuhvatno gensko profiliranje identificira biomarkere koji imaju prediktivno znacenje i
time utjece na izbor i predvidanje odgovora na lijecenje onkoloskih bolesnika i to najcesce
ciljanom terapijom i imunoterapijom (4, 5, 6). Testiranje se moZe provesti na vise vrsta uzoraka,
ukljucujudi: tkivo uklopljeno u parafin, perifernu krv, aspirat koStane srzi ili uzorke dobivene

citoloSkom punkcijom i uklopljene u stani¢ne blokove (7).

Ovakav pristup Sirokog genskog profiliranja svakog pojedinog onkoloskog bolesnika donosi

viSestruke pozitivne u¢inke i moguénosti kao Sto su (6, 8, 9):

* individualizirani pristup u lijeenju karcinoma.

* primjena ciljane imunoterapije lijekovima odobrenim od FDA prema tipu bolesnikova
tumora ili za druge tipove tumora.

» otkrivanje novih genskih promjena neovisno o tipu tumora.

* razvoj novih ciljanih lijekova.



* mogucénosti ukljucivanja bolesnika u razli¢ite klinicke studije i eksperimentalna lijeCenja.

* procjenu uspjesnosti djelovanja i razjaSnjavanja mehanizama rezistencije na ciljanu
terapiju.

* novi pristup u dijagnostici i klasifikaciji malignih oboljenja.

* odredivanje mikrosatelitnog statusa (MSI).

* odredivanje gubitka heterozigotnosti (LOH).

* odredivanje mutacijskog opterecenja tumora (TMB).

Precizna, personalizirana medicina, namece se kao standard u lijeCenju onkoloskih bolesnika.
NGS tehnologija je u Sirokoj primjeni, posebno u znanstveno istrazivackim ustanovama, a u
tijeku su studije kojima se nastoje definirati preporuke za rutinsko uvodenje NGS metodologije
u klinicke medicinske centre u svrhu lijecenja onkoloSkih bolesnika (10). Europsko druStvo
klinickih onkologa (ESMO) engl. European society of medical oncologists, je predloZilo tri
razine smjernica za rutinsku primjenu NGS-a: javno zdravstveni interes, znanstveno
istrazivacki interes i interes pojedinog onkoloSkog bolesnika, ukljucujudi i testiranje na vlastiti
zahtjev (11). NGS se, u klinickim centrima primjenjuje za sekvencioniranje velikih i sloZenih
gena ili za sekvencioniranje veceg broja gena primjenom genskih panela ukoliko postoji zahtjev
onkologa za detekciju ciljanih biomarkera u svrhu provodenja preciznog lijecenja odobrenim

ciljanim lijekovima (6, 8, 9, 10).

ESMO radna grupa sastavljena od stru¢njaka u podrucju klinicke genomike malignih tumora
definirala ESCAT razine (engl. ESMO Scale for Clinical Actionability of molecular Targets ).
ESCAT Klasifikacija svrstava i povezuje gensku promjenu s primjenom specificnog ciljanog

lijeka. ESCAT obuhvaca Cetiri razine povezanosti genske promjene mutacije i ciljanog lijeka

(11).

* Prva ESCAT razina: detektirana promjena povezana je s specificnom ciljanom terapijom
koja je validirana kroz kliniCke studije 1 odobrena u klini¢koj praksi od nadlezne
zdravstvene organizacije (11).

* Druga ESCAT razina: detektirana je promjena povezana s moguéim pozitivnim
odgovorom na lijeCenje ciljanim lijekom u I/II fazi klinickog ispitivanja ili postoji

mogucnost lijeCenja kroz retrospektivno ili randomizirano klinicko istrazivanje (11).



* Tre¢a ESCAT razina: promjene koje su detektirane u pacijentovom tumoru nemaju
odobrenu ciljanu terapiju za taj tip tumora, ali su imaju odobrene ciljane lijekove u
drugim tipovima tumora (11).

+ Cetvrta ESCAT razina: promjene koje bi mogle biti meta ciljane terapije temeljeno na

rezultatima predklinickih istraZivanja (11).

Prva ESCAT razina ima izravni utjecaj na lijeCenje onkoloskih bolesnika, dok ostali nivoi

upucuju na znanstvenu i istraZivacku vaznost primjene sveobuhvatnog genetskog profiliranja

(11).



1.2. Genomske promjene u metastatskom nemalostani¢énom
adenokarcinomu pluc¢a -NSCLC prema ESCAT Kklasifikaciji

Mutacija gena za receptor za epidermalni ¢imbenik rasta (EGFR) predstavlja prvu genetsku
promjenu detektiranu u uznapredovalom karcinomu plu¢a nemalih stanica (NSCLC) (11, 12).
Najcesce genetske promjene u EGFR genu su delecije u egzonu 19 i to¢kaste mutacije u egzonu
21 (L858R), te mutacija koja dovodi do steCene rezistencije na tirozin kinazne inhibitore (TKI)
u egzonu 20 (T790M). Nekoliko randomiziranih studija faze III pokazuju da ciljani EGFR
inhibitori tirozin kinaze (TKI) poboljSavaju ishod lijecenja kod bolesnika s karcinomom pluca
nemalih stanica, koji imaju mutaciju u EGFR genu (11, 13). Upravo zbog toga EGFR mutacije

zauzimaju visoko mjestu na ESCAT razini.

Drugi prediktivni biomarker koji zauzima visoku razinu u ESCAT Kklasifikaciji je nalaz
fuzijskog ALK gena. Ciljani ALK inhibitori (anaplasti¢ni limfom kinazni inhibitor ) pokazuju
bolji ishod lije¢enja kod bolesnika s karcinomom pluc¢a nemalih stanica, koji imaju detektiranu
fuziju ALK gena (14). Otkrivene su i druge genske alteracije: preskakanje MET 14 egzona,
BRAF V600E mutacijaiROSI fuzije (18). Studije faze I/II pokazuju klinicku dobit za pacijente
s NSCLC koji imaju detektirano preskakanje MET 14 egzona i lijeCeni su ciljanim MET
inhibitorima tirozin kinaze (TKI), kao Sto su krizotinib, kapmatinib ili tepotinib. Klinicko
znacenje ima 1 mutacija BRAF V600 i ciljano lijjecenje s dabrafenibom-vemurafenibom, te
ROSI1 fuzije i ciljano lijeCenje s krizotinibom, certinibom ili entrektinibom (15, 16, 17). Kod
NCCLC-a se mogu naci i fuzije NTRK (neurotrofni tirozin kinaza receptor) i RET gena ali s
niskim postotkom prevalencije. Inhibitori kinaznih receptora kao Sto su larotrektinib 1
entrektinib pokazali su klini¢ki zna€ajan ucinak lijecenja kod bolesnika s detektiranim NTRK
i RET fuzijama (18). Zbog sveg navedenog, FDA (engl. The Food and Drug Administration) i
EMA (engl. European Medical Agency) su odobrile primjenu ciljanih lijekova za lijeCenje
bolesnika s metastatskim NSCLC s navedenim genskim promjenama. Identificirane su i
genetske mutacije u KRAS, ERBB2 1 PIK3CA genima koje imaju terapijski potencijal i
pripadaju ESCAT 2. 1 3. razini (19).



1.3. Genetske promjene u metastatskom karcinomu dojke prema
ESCAT Klasifikaciji

Testiranje ERBB2 statusa ima prediktivni 1 prognosti¢ki znacaj u primjeni ciljane anti-HER?2
terapije koja pridonosi vecoj stopi prezivljenja do progresije bolesti i ukupnog preZivljenja
bolesnica koji imaju amplifikaciju ERBB2 gena, dok je lijeCenje neratinibom (nepovratni pan-

HER TKI) klini¢ki znacajno i kod bolesnica kojima su detektirane mutacije ERBB2 gena (20).

Kod pacijentica s zametnom mutacijom BRCA1 i BRCA2 gena biljezi se pozitivan klinicki
odgovor i duZe vrijeme do progresije bolesti kod ciljanog lijecenja PARP (poli adenil ribozin

polimeraze) inhibitorima (11, 21).

Primjena alpelisiba, ciljanog PI3K (fosfatidilinozitol 3 kinaza) inhibitora pokazuje bolji ishod
lijeenja 1 vecu stopu prezivljenja u pacijentica koje HER2 negativan metastatski tumor dojke

1 specificne PIK3CA tockaste mutacije (22).

Za rijetke genetske promjene detektirane u razli¢itim solidnim tumorima, kao $to su, visoka
mikrosatelitska nestabilnost (MSI-H) i NTRK fuzije, odobrene su ciljane terapije za sve vrste

tumora, ukljucujuci i metastatski tumor dojke (18, 23).

Ostale mutacije kao Sto su mutacije PTEN, ESR1, AKT1, NF1 i MDM2 gena, pripadaju 2. i 3.
razini ESCAT Kklasifikacije (11). Obzirom na veliki broj genetskih promjena, vazno je ukljuciti
bolesnice s metastatskim karcinomom dojke u programe molekularnog probira kako bi ih se
usmjerilo u klinicka istraZivanja ciljanih lijekova koji odgovaraju genetskom profilu njihovih

karcinoma (11).



14. Genetske promjene u metastatskom karcinomu debelog crijeva
prema ESCAT Klasifikaciji

Tockaste RAS (KRAS i NRAS) mutacije su prediktivni biomarkeri rezistencije na lijeCenje
EGFR monoklonskim protutijelima (24). Prema III fazi istraZivanja, dodatak enkorafeniba
(BRAF inhibitor), cetuksimabu (EGFR inhibitor) pokazuje vecu stopu prezZivljenja kod
bolesnika kojima je detektirana BRAF V600 mutacija (25). Nalaz promjene u proteinima za
popravak pogresno sparenih baza DNA (MLH1, MSH2, MSH6 i PMS2) imunohistokemijskom
metodom i detekcija MSI-H molekularnim metodama imaju znacajan klinicki ucinak
predvidanja ucinkovitosti imunoterapije pembrolizumabom i nivolumabom (26). Kao §to je ve¢
spomenuto u vecini solidnih tumora, pa tako i u metastaskom karcinomu debelog crijeva koji

imaju NTRK fuziju, TRK inhibitori su se pokazali kao u€inkovita ciljana terapija (18, 23).

Ostale mutacije kao Sto su ERBB2 amplifikacija, PIK3CA, ATK1, MET gena spadaju u 2. i 3.
razinu ESCAT Kklasifikacije, stoga je potrebno bolesnike s metastatskim karcinomom debelog
crijeva ukljuciti u programe molekularnog probira kako bi ih se usmjerilo u klinicka istraZzivanja

i ciljanih lijekova koji odgovaraju genetskom profilu njihovih karcinoma (11).

1.5. Genetske promjene u metastatskom karcinomu prostate prema
ESCAT Klasifikaciji

Pacijenti koji imaju somatske mutacije u BRCA1 ili BRCA 2 genu, pokazuju dobar klinicki
odgovor na lijeCenje PARP inhibitorima (27). Mutacije gena koji sudjeluju u popravku DNA, i
gubitak MLH1, MSH2, MSH6 i PMS2 proteina, dovode do visoke mikrosatelitske nestabilnosti
tumora (MSI-H) i kao takve imaju prediktivni znacaj za odgovor na lijeCenje imuno terapijom

(26).

Mutacijske promjene u PTEN genu su ucestale kod metastatskog karcinoma prostate, a ciljana
terapija AKT inhibitorima u kombinaciji s abirateronom pokazuje anti tumorsko djelovanje u
preliminarnoj, II fazi randomiziranih istraZivanja kod bolesnika s PTEN mutacijom (28).
PTEN, ATM i PALB2 mutacije pripadaju 2. ESCAT razini (11). Mutacije PIK3CA 1 ATK1
gena koje pripadaju prvoj i drugoj razini ESCAT klasifikacije u drugim karcinomskim sijelima

detektiraju se i u metastatskom karcinomu prostate, ali nisu terapijski validirane (11).



1.6. Genetske promjene u metastatskom karcinomu Zeludca prema
ESCAT Klasifikaciji

Amplifikacija ERBB2 gena u karcinomu Zeludca se pojavljuje sa ucestaloS¢u od 15 % (11).
Bolesnici s ovom genetskom promjenom su kandidati za ciljanu terapiju trastuzumabom, koja
znacajno pridonosi duzem prezivljenju bolesnika s metastatskim karcinomom Zeludca (11, 29).
Nalaz visoke mikrosatelitne nestabilnosti (MSI-H) kandidira bolesnike za lijeCenje imuno
terapijom, a detekcija NTRK fuzija za lijeCenje TRK inhibitorima (18, 26). Detektirane
amplifikacije EGFR 1 MET gena pripadaju 2. razini ESCAT Kklasifikacije, te primjena ciljane
terapije cetuksimabom i krizotinibom pokazuje ograni¢en odgovor i zahtijeva daljnja

istrazivanja (11).

Kod karcinoma Zeludca detektirane su i mutacije u PIK3CA, FGFR2, ATM, BRCA 1 i 2,
ERBB3 genima, koje pripadaju prvoj i drugoj razini ESCAT klasifikacije u drugim malignim
tumorima, ali nisu klinicki i terapijski validirane u bolesnika s metastatskim karcinomom

Zeludca (11).

1.7. Genetske promjene u metastatskom duktalnom
adenokarcinomu gusSterace prema ESCAT Klasifikaciji

Pacijenti koji imaju zametnu mutaciju BRCA1/2 gena pokazuju dobar klinicki odgovor 1 duze
vrijeme do progresije bolesti kod primjene PARP inhibitora olapariba (30), dok vrijednost
detekcije somatskih BRCA1/2 mutacija nije klini¢ki potvrdena (11). Kao i kod ostalih tumora,
pacijenti koji imaju MSI-H status 1 detektiranu NTRK fuziju pokazuju klinicki znacajan
odgovor u ciljanom lije€enju imunoterapijom i TRK inhibitorima (18). Kod bolesnika sa
adenokarcinomom gusterace detektirane genetske promjene u KRAS, PIK3CA, BRAF,
MDM?2, ERBB2 genima, nalaze se na visokoj razini ECSAT Kklasifikacije za druge maligne

bolesti, dok u adenokarcinomu gusterace nemaju dokazano klinicko znacenje (11).



1.8. Genetske promjene u metastatskom hepatocelularnom
karcinomu prema ESCAT Kklasifikaciji

Detektirane su brojne genetske promjene kod pacijenata sa metastatskim hepatocelularnim
karcinomom, ali bez utjecaja na odabir ciljane terapije, od kojih je vec¢ina klini¢ki znacajna u
drugim malignim tumorima. Kao i kod ve¢ine malignih tumora, ukoliko bolesnik ima MSI-H

status 1 NTRK fuziju, kandidat je za lijeCenje odobrenom imunoterapijom i TRK inhibitorima

(11).

1.9. Genetske promjene u metastatskom kolangiokarcinomu prema
ESCAT Klasifikaciji

IDH1 mutacije se nalaze na prvoj razini ESCAT Kklasifikacije, kao i nalaz fuzije FGFR gena i
pokazuju duze ukupno prezivljenje 1 preZivljenje do progresije bolesti nakon primjene

pemigatiniba, selektivnog inhibitora receptora faktora rasta fibroblasta (11).

Kao i kod vecine malignih tumora, ukoliko bolesnik ima MSI-H status i NTRK fuziju, kandidat
je za lijeCenje odobrenom imuno terapijom i TRK inhibitorima (18, 31). Bolesnici s BRAF
V600 mutacijom pokazuju klinicki znacajno produZenje preZivljenja nakon primjene TKI 1 za

sada su u drugoj razini ESCAT klasifikacije (11).

Mutacije u PIK3CA, MET i1 RAS genima koje pripadaju prvoj i drugoj razini ESCAT
klasifikacije u drugim tumorskim sijelima detektiraju se i u metastatskom kolangiocelularnom

karcinomu, ali za sada nisu klini¢ki validirane (11).

1.10. Ostale vrste malignih tumora

Sustavno klasificiranje genetskih promjena prema ESCAT Kklasifikaciji radeno je za osam
najceSc¢ih malignih tumora, ali je procijenjena i ucestalost genetskih promjena koje pripadaju
ESCAT razini jedan i kod ostalih vrsta tumora. Kod karcinoma jajnika, detekcija somatskih
BRCA1/2 mutacija povezana je sa klinicki potvrdenom i odobrenom terapijom PARP

inhibitorima (11).



Studija KN158 je procijenila u¢inkovitost primjene pemrolizumaba prema statusu mutacijskog
opterecenja tumora (TMB) u deset malignih tumora. Obzirom da je studija ograni¢ena na
odredene tipove tumora, potrebne su dodatne studije prije uvodenja odredivanja TMB-statusa
za sve maligne tumore za procjenu lijeCenja imuno terapijom. TMB status je kvalificiran kao
razina 2, prema ESCAT-u i za sada ima klinicki znacaj kod karcinoma vrata maternice,

karcinoma slinovnica, karcinoma vulve, karcinoma Stitnjace i NET-a (11).

Pokazalo se da su TRK inhibitori u¢inkoviti u Sirokom spektru karcinoma, ali se uestalost
NTRK fuzija detektira u manje od 1 % malignih tumora (11, 18). Visoka incidencija NTRK
fuzija se javlja kod sekretornog karcinoma dojke i nekih tumora djecje dobi, a intermedijarna

kod Spitzoidnog melanoma i papilarnog karcinoma Stitnjace (11).

1.11. FoundationOne CDx testiranje

Foundation Medicine je molekularna informacijska kompanija ¢iji je cilj poboljsati pristup
bolesnicima s malignim oboljenjima (32, 33). FoundationOne CDx test je prvi FDA odobren
genetski test koji se moZe primijeniti u svim malignim tumorima (33). Odluka o ljjecenju
bolesnika se zasniva na razumijevanju molekularnih promjena koje su dovele do nastanka i
razvoja bolesti.

Informacije dobivene molekularnom analizom rezultiraju razvojem klini¢kog pristupa i boljim
razumijevanjem biologije bolesti.

Foundation Medicine kroz svoje proizvode koristi metodu NGS-a za identifikaciju 324 tumor
vezanih gena s poznatim mutacijama u solidnim tumorima (FoundationOne CDx test), za
analizu DNA 1 RNA slijeda u 405 gena 1 265 genskih preslagivanja u hematoloskim zlo¢udnim
bolestima (Foundation Heme test), te online portal u kojemu onkolozi interaktivno procjenjuju
informacije dobivene sekvencioniranjem za svakog pojedinog bolesnika (10, 11, 32, 33).
Dobiveni rezultati pomazu u donoSenju odluka onkolozima o nacinu lijeCenja za svakog
pojedinog onkoloskog bolesnika, omoguc¢ava im pristup lijeCenju kroz klinicka istraZivanja i
pomaze farmaceutskoj industriji da identificira i razvije nove ciljane lijekove (11, 32, 33).
Osim analiza mutacija u genima uklju¢enim u nastanak i progresiju tumora, primjenom ovih
testova dobivaju se i informacije o mutacijskom optere¢enju tumora, mikrosatelitnom statusu i

statusu gubitka heterozigotnosti.



« TMB

Mutacijsko optereCenje tumora je prediktivni biomarker za primjenu imunoterapije kod
razli¢itih uznapredovalih malignih tumora. (34). TMB predstavlja ukupan broj nesinonimnih
mutacija po kodiraju¢em dijelu karcinomskog genoma. Visoko mutacijsko optere¢enje tumora
rezultira ve¢im brojem tumorskih neoantigena koje imunoloske stanice mogu prepoznati. TMB

status za veliki broj malignih tumora pripada 2. ESCAT razini (11, 32, 34).

« MSI

Mikrosatelitna nestabilnost je posljedica poremecaja u popravku pogreSno sparenih baza
DNA (dMMR). Popravak DNA je neophodan za odrzavanje genetske stabilnosti. Nedavna
istrazivanja su otkrila da mikrosatelitski nestabilni tumori (MSI-H) s defektom popravka krivo
sparenih baza (AMMR), bez obzira na njihovo primarno sijelo, pokazuju odli¢an terapijski
odgovor na inhibitore imunoloskih kontrolnih to¢aka, §to je rezultiralo odobrenjem lijeCenja
pemrolizumabom, monoklonskim protutijelom usmjerenim na protein programirane stani¢ne

smrti, PD-1 kod svih metastatskih tumora, neovisno o sijelu primarnog tumora (31).

 LOH

Poremecaj popravka dvolancanih lomova DNA mehanizmom homologne rekombinacije
(HRD) ima veliki znacaj u nastanku tumora. Uz mutacije BRCA1 i BRCA2 gena, mutacije
Citavog niza drugih gena, i epigenetske promjene dovode do poremecaja popravka DNA
mehanizmom homologne rekombinacije. Gubitak heterozigotnosti (LOH) koristi se za procjenu
postojanja defekta homologne rekombinacije ¢ime se omogucuje primjena lijeCenja PARP
inhibitorima i u bolesnika koji imaju HRD uzrokovan nekim drugim genetskim promjenama
osim mutacija BRCA11iBRCAZ2 gena (32, 35). Uslijed HRD-a aktiviraju se rezervni mehanizmi
koji su odgovorni za popravak oSte¢enja DNA, kao Sto su PARP proteini koji se vezu za
jednolancana mjesta prekida gdje zapo€inju popravak. Blokada PARP inhibitora, rezervnih
mehanizama za popravak DNA, dovodi do sintetske letalnosti, odnosno smrti tumorskih stanica
s defektom homologne rekombinacije. Bolesnici s HRD-om, kod kojih je detektirana BRCA
mutacija ili gubitak heterozigotnosti, kandidati su za lijeCenje PARP inhibitorima u karcinomu

jajnika, dojke, prostate i gusterace (32, 35, 36).
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1.12. FoundationOne CDx izvjeStaj

FoundationOne izvjeStaj sadrzava:

Informacije o bolesniku, naziv ustanove iz koje se uzorak $alje, ime lijecnika koji je
narucio test, ime patologa koji je odabrao materijal, datum prijema, lokaciju primarnog
tumora i vrstu uzorka koji se koristi za testiranje (33).

Pregled rezultata, nalaz genetskih promjena, uz navedene ciljane lijekove odobrene za
lijecenje u bolesnikovom tipu tumora, u drugim tipovima tumora, genetske nalaze na
temelju kojih se moZe procijeniti da odredeni ciljani lijek nece djelovati, kao i popis
klini¢kih studija u koje se bolesnik na temelju tipa tumora i genetskih promjena moze

ukljuciti (33).

. .. . ®
Opce informacije o FoundationOne testu.

Dodatne informacije u izvjestaju:

Informacije vazne za testirani uzorak, npr. reducirana osjetljivost NGS metode zbog
lose kvalitete uzorka (33).

Kada se azuriraju potencijalni podaci o lijekovima ili klinickim studijama udruZenim s
identificiranim genomskim promjenama izdaje se izmijenjeno i dopunjeno izvjeSce za
bolesnika (33).

Lijekovi vezani s nedostatkom odgovora na lijeCenje kod bolesnika sa specificnom
genetskom promjenom se oznacavaju crvenom bojom, uz objasnjenje “bolesnici mogu

biti rezistentni na lijecenje” (33).

Odjeljak o identificiranim genetskim promjenama sadrzi detaljno objasnjenje koje se

odnosi na:

Svaki pojedini gen i njegovu promjenu (33).
Ucestalost promjene nadene u bolesnika sa istim ili sli¢nim tipom tumora (33).
Prognosticko i biolosko znaenje svake detektirane promjene (33).

Potencijalno prediktivno znacenje u odabiru strategije lijeCenja za nadenu promjenu

(33).
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Odjeljak koji se odnosi na moguce nacine lijeCenja pruza dodatne detalje o:
* Odobrenim lijjekovima na koje bolesnik sa specificnim tipom tumora moZze biti osjetljiv

ili rezistentan ovisno o genomskom profilu (33).

* Odobrenim lijekovima s klinickim benefitom u bolesnika sa slicnim genetskim
promjenama u drugim vrstama tumora, informacijama o odobrenim indikacijama i

dodatnim objasnjenjima (33).

Odjeljak o klini¢kim studijama omogucava:
* ObrazloZenje potencijalnih klinickih studija (33).
* Kljucne rijeci koje se koriste za web pretrazivanje clinical trials, relevantnih klini¢kih
studija (33).
e Detalje o trenutno dostupnim klini¢kim istraZivanjima u kojima bi bolesnik bio

prihvatljiv kandidat na osnovu genomskog profila tumora (33).

Dodatak izvjestaja sadrzi:
* Identificirane genske varijante nepoznatog znaCenja koje nisu spomenute na prvoj
stranici izvjeSca (33).
 Cjeloviti popis gena analiziranih FoundationOne® testom, kako bi se prikazali svi geni
u kojima nije bilo promjena (33).
* Detalje provodenja testa (33).

» Reference koriStene za formiranje izvjestaja (33).

1.13. Uzorci za FundationOne testiranje

Kao i za druga laboratorijska testiranja, prilikom pripreme i obrade uzoraka tkiva treba se voditi
nacelima i smjernicama dobre laboratorijske prakse, uz specificne zahtjeve sveobuhvatnog
genskog testiranja. Kako bi NGS analiza bila uspjeSna potrebno je poStivati propisane smjernice

1 naputke referentnog laboratorija (5, 7, 9, 32, 33):

* Potrebno je izabrati parafinski blok s najve¢im tumorskim fokusom i najve¢im postotkom
tumorskih stanica.

* Prihvatljivi su uzorci primarnog tumora, metastaza 1 recidiva.
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* Preporuca se za analizu izabrati uzorak recidiva ili metastaze tumora iako je prihvatljiv i
uzorak primarnog tumora, osim u situacijama kada je bolesnik primao ciljanu terapiju. U
takvom se slucaju inzistira na uzorku metastaze ili recidiva, kako bi se, izmedu ostaloga
detektirali i potencijalni molekularni mehanizmi rezistencije na specificni lijek.

* Preporucena potrebna kolicina DNA je 50 ng, a uspjeSnost ekstrakcije ovisi i o udjelu
tumorske strome.

* Optimalna veli¢ina tkiva: 25 mm? (5 x Smm, 3 x 8§ mm, 25 x 1 mm).

« Minimalna prihvatljiva veli¢ina tkiva je 5 mm? ukoliko se 3alje 10 neobojenih stakalaca s

histolo§kim rezom tumora, te 3 mm?

ukoliko se Salju dodatna neobojena stakalca s
histoloSkim rezom ili parafinski blok s tumorskim tkivom.

* Potrebno je imati viSe od 20 % tumorskih stanica u uzorku (udio nukleiranih tumorskih
stanica u odnosu na ukupan broj nukleiranih stanica u uzorku), a optimalno je, viSe od 30
% tumorskih stanica. Ve¢i udio tumora je iznimno vaZan u detekciji niske razine promjena
broja kopija i detekcije odredenih genetskih promjena, posebno genskih amplifikacija i
definiranja MSI, TMB 1 LOH.

» Uz parafinski blok, potrebno je poslati i stakalce tumora obojeno standardnom hemalaun-
eozin metodom.

* Fiksativ izbora je 10 % puferirani formalin. Potrebno je voditi ra¢una o optimalnoj fiksaciji
uzoraka jer je ona preduvjet za uspjesSnu analizu.

* Umjesto parafinskog bloka, za analizu se moze poslat 10 neobojenih histoloskih rezova, na

pozitivno nabijenim stakalcima, debljine 5 mikrona.

Kako bi se omogucile dodatne molekularne analize tumorskog tkiva potrebno je educirati
radiologe 1 klini¢are koji uzimaju endoskopske biopsije da je potrebno uzeti veci broj iglenih 1
endoskopskih biopsija, a gdje god je to moguce, od citoloskih uzoraka napraviti tkivne blokove.
NuZna je kvalitetna suradnja kliniara, patologa, onkologa i laboratorijskih tehnologa i

analiticara. Kvalitetan i dostatan uzorak jam¢i uspjeSnost provodenja genetskog profiliranja.
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Svaki materijal zaprimljen u patohistoloski laboratorij ¢e se mozda koristiti za genomsko

testiranje, stoga je potreban standardiziran pristup uzorcima (7, 8, 32, 33):

* Primijeniti protokol oCuvanja tkiva, reducirati broj rezova koji se boje metodom H&E i
imunohistokemijskim metododama. Koristiti minimalnu koli¢inu uzorka za postavljanje
dijagnoze, minimizirati uporabu dijagnosticke imunohistokemije, osim za nuZne
biomarkere.

* Unaprijed narezati stakalca za eventualne dijagnosticke metode a ukoliko je zatraZena i
molekularna analiza i za molekularne studije. Kako bismo osigurali dostatnu koli¢inu tkiva,
blokove ne bi trebalo rezati u viSe od dva navrata od pocetka do zavrSetka dijagnostike.

* Svi tkivni blokovi namijenjeni potencijalnom genomskom testiranju trebaju biti posebno
oznaceni, npr. smjeSteni u kazetice odgovarajuce boje. Takvi se uzorci ne reZu u vise razina,
niti se na njima rade rezovi za imunohistokemijsku analizu.

* Patolozi i laboratorijski djelatnici u radu s uzorcima moraju voditi racuna da sauvaju i
optimalno obrade materijale koji ¢e se koristiti za potencijalno genomsko profiliranje,
primjenjujuci posebne tehnike preuzimanja (uzorkovanja) i obrade tkiva kako bi se izbjegla
unakrsna kontaminacija materijalom koji pripada drugom bolesniku.

* Ukoliko je doSlo do kontaminacija bloka materijalom koji pripada drugom bolesniku,
slanja u referentni laboratorij na genomsko testiranje.

* Odvojeno fiksirati male koli¢ine mekseg tkiva koje se razdvoji od tvrde kosti, odvojeno
pohraniti 1 oznaciti “za potencijalno genomsko testiranje” prije nego Sto se koStani ostatak
materijala podvrgne procesu dekalcinacije.

* Nikada ne koristiti jake kiseline u procesu dekalcinacije ukoliko je rije¢ o metastazi u kost.

* Ako imamo dijagnozu liticke koStane metastaze i poznato nam je sijelo primarnog tumora,
treba pokusSati uzorak obraditi na klasiCan nacin i rezati bez da je uzorak proSao proces
dekalcinaciju.

* Ako je dekalcinacija neophodna, koristiti EDTA.
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CILJEVI ISTRAZIVANJA

Prikazati rezultate sveobuhvatnog genskog testiranja za 76 pacijenata iz KBC-a Split u

2020. godini.
Ukazati na zna¢aj sveobuhvatnog genskog profiliranja u lijecenju onkoloskih bolesnika.

Prikazati prednosti i nedostatke sveobuhvatnog genskog testiranja nad standardnim

monogenskim testiranjima.

Ukazati na znacaj 1 utjecaj predanaliticke obrade uzoraka tkiva uklopljenog u parafin,

na uspjesnost sveobuhvatnog genskog testiranja.

Hipoteza

Ocekujemo da ¢e se sveobuhvatnim genskim profiliranjem primjenom FoundationOne
CDx testa izdvojiti veci broj bolesnika koji su kandidati za primjenu ciljanog lijeCenja
odobrenog u specificnom tipu tumora u odnosu na monogenska testiranja koja se
provode u Laboratoriju za molekularnu patologiju Klini¢kog zavoda za patologiju,

sudsku medicinu i citologiju KBC-a Split.

Ocekujemo da ¢e se sveobuhvatnim genskim profiliranjem identificirati bolesnici koji
¢e na temelju genetskih i genomskih promjena biti kandidati za uklju¢ivanje u klinicke

studije i nove, eksperimentalne metode lijeCenja.
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3. ISPITANICII METODE

3.1. Ispitanici

U svrhu ovog istraZivanja pregledani su nalazi za76 pacijenata s razlicitim sijelima tumora ¢iji
su uzorci tkiva tijekom 2020. godine poslani na sveobuhvatno gensko profiliranje primjenom
FoundationOne CDx testa, kako bi se procijenio daljnji nacin lijeCenja bolesnika na temelju

genskih osobitosti tumora.

3.2. Organizacija studije

Rijec je o retrospektivnoj presjecnoj studiji. IstraZivanje je prema ustroju kvalitativno, a prema

obradi podataka i intervenciji opisnog tipa.

3.3. Mjesto provodenja studije

Istrazivanje se provodilo u Klinickom zavodu za patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC-

a Split.

34. Metode prikupljanja i obrade podataka

Podaci su prikupljani pregledom nalaza iz arhive Klini¢kog zavoda za patologiju, sudsku
medicinu 1 citologiju KBC-a Split. Svi prikupljeni podaci uneseni su u racunalni program

Microsoft Excel u svrhu obrade podataka.

3.5. Opis istraZivanja

U ovom jednogodiSnjem retrospektivnom istraZivanju izvor podataka su nalazi sveobuhvatnog
genskog profiliranja uzoraka tkiva bolesnika s metastatskim tumorima razli€itih sijela.
Svakom pacijentu uklju¢enom u istraZivanje analizirani su sljede¢i parametri: dob, spol,

lokacija primarnog tumora, genske promjene koje imaju odobrenu ciljanu terapiju u
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bolesnikovu tipu tumora, genske promjene koje imaju odobrenu ciljanu terapiju u drugom tipu
tumora, genske promjene koje nemaju odobrenu ciljanu terapiju u bolesnikovu tipu tumora ni
u drugom tipu tumora, genske promjene koje predvidaju slabiji odgovor na ciljanu terapiju,
mikrosatelitni status, status mutacijskog optere¢enja tumora, a u bolesnica s karcinomom
jajnika i gubitak heterozigotnosti (LOH).

Za potrebe statistiCke obrade dobiveni su nalazi svrstani u sljedece kategorije:

Odobreni lijek u bolesnikovom tipu tumora: ukljucuje bolesnike koji imaju genske promjene
s odobrenom ciljanom terapijom u bolesnikovu tipu tumora. Uz te mutacije mogu imati i genske

promjene koje imaju odobrenu ciljanu terapiju u drugom tipu tumora.

Odobreni lijek u drugom tipu tumora: ukljucuje bolesnike koji imaju genske promjene s

odobrenom ciljanom terapiju u drugom tipu tumora.

Bez odobrenog lijeka: ukljucuje bolesnike s genskim promjenama koje nemaju odobrenu
ciljanu terapiju niti u bolesnikovu tipu tumora niti u drugom tipu tumora, kao i bolesnike koji

nemaju detektiranu niti jednu mutaciju.

Mutacijsko optereéenje tumora: visoko mutacijsko optere¢enje tumora, nisko mutacijsko

opterecenje tumora, mutacijsko optere¢enje tumora se nije moglo odrediti.

Mikrosatelitska nestabilnost: mikrosatelitski stabilni tumori, mikrosatelitski nestabilni

tumori, mikrosatelitiski status se nije mogao odrediti.

Gubitak heterozigotnosti (LOH): nalaz LOH bez BRCA mutacije, nalaz LOH-a s BRCA

mutacijama, ne nalazi se LOH, LOH se nije mogao odrediti.

3.6. Eticka nacela

Tijekom 1 nakon istraZivanja zaSti¢ena su prava i osobni podaci ispitanika u skladu sa Zakonom
o zastiti prava bolesnika (NN169/04, 37/08) i Zakonom o zaStiti osobnih podataka (NN 103/03-
106/12), a istraZivanje je uskladeno s odredbama Kodeksa lije¢nicke etike i deontologije (NN

55/08, 139/15) te pravilima Helsinske deklaracije (1964.-2013.).
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4.

4.1.

REZULTATI

Zbirni prikaz rezultata

Analizirani su nalazi dobiveni primjenom FoundationOne CDx testa u razdoblju od 1.
3. 2020. do 31. 12. 2020. godine za 76 bolesnika, 21 (27,63 %) muskarca i 55 (72,37
%) Zena, u dobi od 28 do 79 godina. Srednja dob bolesnika je 58 godina.

Od ukupnog broja analiziranih tumora, 19 (25 %) je tumora jajnika, 13 (17 %) tumora
maternice, 11 (14,47 %) tumora dojke, 6 (7,89 %) tumora debelog crijeva, Cetiri (5,26
%) tumora pluca, Cetiri tumora bubrega, tri (3,95 %) melanoma, dva (2,63 %) tumora
Zeludca, dva (2,63 %) tumora gusteraCe, dva (2,63 %) glioblastoma, te 10 (13,16 %)

rijetkih tumora koji pripadaju ostalim sijelima.

Od 76 testiranih bolesnika, 27 pacijenata (35,53 %), su temeljem detektiranog
genetskog statusa kandidati za odobrenu ciljanu terapiju u bolesnikovom tipu tumora.
Kod 25 pacijenata (32,89 %) detektiran je genetski status za kojeg je odobren lijek u
drugom tipu tumora, dok su 24 pacijenta (31,58 %), na osnovu genetskog profila, bez

odobrenog lijeka.

Od 76 testiranih bolesnika, 49 (64,47 %) ih je bez ciljane odobrene terapije u

bolesnikovom tipu tumora.

Od 27 pacijenata koji su temeljem genetskog profila kandidati za ciljanu odobrenu
terapiju u bolesnikovom tipu tumora, 9 (33,33 %) ih je s tumorom jajnika, 8 (29,63 %)
s tumorom dojke, troje (11,11 %) s tumorom pluca, dva (7,41 %) s tumorom debelog
crijeva, dva (7,41 %) s melanomom, jedan (3,70 %) s tumorom bubrega, jedan (3,70 %)

s tumorom gusterace i jedan (3,70 %) s medularnim karcinomom Stitnjace.

Od 24 pacijenta koji su temeljem genetskog profila bez odobrene terapije u
bolesnikovom tipu tumora kao i u drugom tipu tumora, 12 pacijenata (50 %) ima
detektirane mutacije za koje se provode klinicka istraZzivanja u bolesnikovom tipu

tumora 1 u drugim tumorima. Kod 4 bolesnika (16,67 %) detektirane su promjene koje
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su vezane za slabiji odgovor i rezistenciju na terapiju, dok kod 8 bolesnika (33,33 %)
nije detektirana niti jedna genska promjena koja bi rezultirala ciljanom terapijom,

eksperimentalnim lije¢enjem ili klinickom studijom.

Od 76 testiranih pacijenata 8 (10,52 %) ih je bez ijedne genske promjene, i to jedan
pacijent s kolangiokarcinomom, jedan s tumorom Zeludca, jedna pacijentica s tumorom
uterusa, jedna s tumorom dojke, dvije s tumorom jajnika, te dva pacijenta s tumorom

bubrega.

Od 25 pacijenata koji temeljem genetskog profila imaju odobrenu terapiju u drugom
tipu tumora, 10 (40 %) ih je s tumorom maternice, Cetiri (16%) s tumorom jajnika, 2
(8%) s glioblastomom, 1 (4 %) sa sarkomom, 1 (4 %) s tumorom timusa, 1 (4 %) s
tumorom gusterace, te 1 (4 %) s mezoteliomom, 1 (4 %) s tumorom bubrega, 1 (4 %) s
tumorom pluca, 1 (4 %) s tumorom mokra¢nog mjehura, 1 (4 %) s adneksalnim

tumorom koze, te 1 (4 %) s tumorom nepoznatog sijela.

Od 24 pacijenta koji su temeljem genetskog profila bez odobrene terapije u
bolesnikovom tipu tumora kao i u drugom tipu tumora, Sest (25 %) ih je s tumorom
jajnika, 4 (16,67 %) s tumorom debelog crijeva, 3 (11,54 %) s tumorom maternice, 3
(11,54 %) s tumorom dojke, 2 (8,33 %) s tumorom Zeludca, 2 (8,33 %) s tumorom
bubrega, 1 (4,17 %) s melanomom, 1 (4,17 %) s tumorom slinovnica, 1 (4,17 %) s

tumorom papille Vateri, te 1 (4,17 %) s kolangiokarcinomom.

Od 76 testiranih bolesnika, 64 (84,21 %) imaju mikrosatelitski stabilne tumore, dok su
u Cetiri (5,26 %) bolesnika nadeni tumori s visokom mikrosatelitskom nestabilno$cu.
Kod 8 (10,53 %), pacijenata radi neadekvatnog uzorka nije bilo moguce detektirati

mikrosatelitni status.

Od 76 testiranih bolesnika, 59 pacijenata (77,63 %) ima tumore u kojima je detektirano
nisko mutacijsko opterecenje tumora, dok 10 pacijenata (13,16 %) imaju tumore u
kojima je detektirano visoko mutacijsko opterecenje tumora. Kod 7 pacijenata (9,21 %),

radi neadekvatnog uzorka nije bilo moguce detektirati TMB status.
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Od 76 testiranih tumora, 59 (77,63 %) ih pokazuje mikrosatelitnu stabilnost s niskim
mutacijskim optere¢enjem tumora. Kod 7 (9,21 %) tumora, radi neadekvatnog uzorka
nije bila moguca detekcija statusa. Cetiri (5,26 %) pacijenta imaju tumore koji pokazuju
mikrosatelitnu nestabilnost s visokim mutacijskim optereCenjem tumora, pet (6,58 %)
ih ima tumore kojima je detektirana mikrosatelitna stabilnost s visokim mutacijskim
optere¢enjem tumora, dok kod jednog (1,32 %) pacijenta, radi neadekvatnog uzorka nije
bila moguca detekcija mikrosatelitnog statusa, ali je detektirano visoko mutacijsko

opterecenje tumora.

Od 27 pacijenata koji imaju odobrenu ciljanu terapiju u bolesnikovom tipu tumora, 10
bolesnika (37,04 %) ima genetske promjene koje se rutinski testiraju u Laboratoriju za
molekularnu patologiju KBC-a Split, dok je mutacijski profil za 17 pacijenata (62,96
%) detektiran metodom sveobuhvatnog genskog profiliranja i to za tumore bubrega,

pluca, jajnika, dojke, melanoma, gusterace i Stitnjace.

Od 76 testiranih bolesnika, kod 62 (81,58 %) su uspjes$no detektirane genetske mutacije
kao i MS i TMB status, dok kod 14 (18,42 %), zbog neadekvatne kvalitete testiranih
uzoraka nije bilo moguc¢e odrediti potpuni molekularni profil i to: MS, TMB i LOH

status kao 1 amplifikaciju nekih gena.
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4.2. Bolesnici s karcinomom bubrega

Testirana su Cetiri bolesnika, dva musSkarca i dvije Zene. Dob bolesnika je od 28 do 77 godina.

Od cetiri testirana bolesnika, jedan (25 %) je temeljem detektiranog genetskog statusa kandidat
za odobrenu, ciljanu terapiju. Kod jednog (25 %) je detektiran genetski status koji ima odobreni
lijek u drugom tipu tumora. Kod dvojice (50 %) nije detektirana niti jedna genska promjena

koja je povezana s mogucnoS$cu ciljane terapije, eksperimentalnog lijeCenja ili klinickih studija.

Kod sva cetiri bolesnika tumori su bili mikrosatelitski stabilni s niskim mutacijskim

optere¢enjem tumora.

4.3. Bolesnici s karcinomom debelog crijeva

Testirano je Sest bolesnika, pet muSkaraca i jedna Zena. Dob bolesnika je od 33 do 63 godine.

Od 6 testiranih bolesnika, dvoje (33,33 %) imaju detektirane mutacije koje pripadaju ESCAT-
1. razini i generiraju odobrenu ciljanu terapiju u bolesnikovom tipu tumora. Detektirane genske
promjene pripadaju standardnim monogenskim testiranjima koja se provode u Laboratoriju za
molekularnu patologiju KBC-a Split.

Cetiri bolesnika (66,67 %) su bez odobrene terapije, a uz mutacije koje predvidaju rezistenciju
na ciljanu terapiju imaju detektirane mutacije koje pripadaju ESCAT 2.-3. razini i predstavljaju

mogucnost lijeenja kroz klinic¢ke studije i eksperimentalna lijeenja.

Kod jednog bolesnika (16,67 %), koji je na osnovi genskog statusa, kandidat za odobrenu
ciljanu terapiju, detektirana je visoka mikrosatelitna nestabilnost (MSI-H) i visoko mutacijsko
opterecenje tumora.

Kod pet bolesnika (83,33 %) tumori su bili mikrosatelitski stabilni uz nisko mutacijsko

opterecenje tumora.
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4.4. Bolesnici s adenokarcinomom plu¢a nemalih stanica, NSCLC

Testirana su Cetiri bolesnika, tri muskaraca i1 jedna Zena. Dob bolesnika je od 65 do 72 godine.

Od cetiri testirana bolesnika, tri (75 %) su temeljem genskog statusa kandidati za odobrenu
ciljanu terapiju u bolesnikovom tipu tumora. Kod sva tri pacijenta su detektirane genske
promjene za koje se ne provodi testiranje u KBC Split. Kod jednog pacijenta (25 %) detektirana

je genska promjena za koju je odobren lijek u drugom tipu tumora.

Kod sva 4 bolesnika detektirana je mikrosatelitna stabilnost. Kod jednog bolesnika (25 %)
detektirano je visoko mutacijsko opterec¢enje tumora, dok je za tri (75 %) bolesnika detektirano

nisko mutacijsko opterecenje tumora.

4.5. Bolesnice s karcinomom maternice

Testirano je 13 bolesnica. Dob bolesnica je od 41 do 72 godine.

Od 13 testiranih bolesnica, 10 (76,92 %) ima detektirane genetske promjene za koje postoji
odobreni lijek u drugom tipu tumora. Kod tri (23,08 %) su detektirane genetske promjene za

koje nema odobrene terapije.

Tri bolesnice (23,08 %) imaju tumore kojima je odredena mikrosatelitna nestabilnost (MSI-H),
kod 10 pacijentica (76,92 %) tumori su mikrosatelitski stabilni.

Kod pet bolesnica (38,46 %), detektirano je visoko mutacijsko opterecenje tumora. Tri
bolesnice koje imaju visoko mutacijsko opterecenje tumora, pokazuju i visoku mikrosatelitnu
nestabilnost.

8 bolesnica (61,54 %) imaju tumore s niskim mutacijskim opterecenjem tumora.
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4.6. Bolesnice s karcinomom jajnika

Testirano je 19 bolesnica. Dob bolesnica je od 47 do 79 godina.

Od 19 testiranih bolesnica, 9 (47,37 %) su temeljem detektiranih genskih promjena
kandidatkinje za odobrenu ciljanu terapiju u bolesnikovom tipu tumora. Kod cetiri pacijentice
(21,05 %) detektiran je genetski status za kojeg je odobren lijek u drugom tipu tumora, dok je
6 pacijentica (31,58 %), na osnovu genetskog profila, bez odobrenog lijeka.

Od 9 bolesnica koje imaju detektirane mutacije za koje postoji ciljana terapija u bolesnikovom
tumoru, 6 ima mutacije koje se, za sada ne testiraju u KBC-u Split u okviru ciljanih

monogenskih testova.

Kod 18 bolesnica tumori su bili mikrosatelitski stabilni s niskim mutacijskim opterecenjem
tumora, dok jednoj, radi neadekvatnog uzorka nije bilo moguce utvrditi mikrosatelitni status,

kao ni status mutacijskog opterecenja tumora.

Kod tri bolesnice (16,67 %), detektiran je gubitak heterozigotnosti, bez BRCA mutacija. dok je
kod druge tri (16,67 %), uz gubitak heterozigotnosti detektirana i BRCA mutacija. Za tri
bolesnice (16,67 %), radi neadekvatnog uzorka, nije bilo moguce utvrditi LOH status. Kod 9

bolesnica (50 %), nije detektiran klinicki znacajan gubitak heterozigotnosti.

4.7. Bolesnice s karcinomom dojke

Testirano je 11 bolesnica. Dob bolesnica je od 35 do 70 godina.

Od 11 testiranih bolesnica, njih 8 (72,73 %) su temeljem detektiranih genskih promjena
kandidatkinje za odobrenu ciljanu terapiju u bolesnikovom tipu tumora, dok su tri pacijentice

(27,27 %), na osnovu genetskog profila, bez odobrenog lijeka.
Od osam bolesnica koje imaju detektirane mutacije za koje postoji ciljana terapija u

bolesnikovom tumoru, tri pacijentice imaju mutacije koje se, za sada ne testiraju u klinickim

laboratorijima u okviru ciljanih monogenskih testova.
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Kod svih 11 bolesnica tumori su mikrosatelitski stabilni.
Kod dvije bolesnice (18,18 %) detektirano je visoko mutacijsko opterecenje tumora, dok je u

preostalih 9 (81,82 %) mutacijsko optere¢enje tumora nisko.

4.8. Bolesnici s karcinomom Zeludca

Testirana su dva bolesnika u dobi od 44 1 65 godina.

Kod ovih bolesnika nisu nadene genske promjene koje imaju odobrenu ciljanu terapiju u

bolesnikovu tipu tumora kao ni u drugom tipu tumora.

Kod jednog bolesnika tumor je bio mikrosatelitski stabilan uz nisko mutacijsko opterecenje
tumora, dok kod drugog, radi neadekvatnog uzorka nije bilo moguce utvrditi mikrosatelitski

status, kao ni mutacijsko optere¢enje tumora.

4.9. Bolesnici s glioblastomom

Testirana su 2 bolesnika u dobi od 52 1 57 godina.
Bolesnici imaju detektirane mutacije koje pripadaju ESCAT 2. i 3. razini za koje postoje
odobrene terapije u drugom tipu tumora i predstavljaju mogucnost lijeCenja kroz klinicke

studije i eksperimentalna lijeCenja.
Kod jednog bolesnika tumor je bio mikrosatelitski stabilan uz nisko mutacijsko opterecenje

tumora, dok kod drugog, radi neadekvatnog uzorka nije bilo moguce utvrditi mikrosatelitski

status, kao ni mutacijsko opterecenje tumora.
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4.10. Bolesnici s melanomom

Testirana su tri bolesnika, dva muskarca i jedna Zena u dobi od 38 do 70 godina.

Od tri testirana bolesnika, 2 su (66,67 %) temeljem detektiranih genetskih promjena kandidati
za odobrenu ciljanu terapiju u bolesnikovom tipu tumora, dok je jedan (33,33 %), na osnovu

genskog profila, bez odobrenog lijeka.

Kod dva bolesnika tumori su bili mikrosatelitski stabilni uz nisko mutacijsko opterecenje
tumora, a kod jednog, radi neadekvatnog uzorka nije bilo moguce utvrditi mikrosatelitski status,

kao ni mutacijsko opterecenje tumora.

4.11. Bolesnici s karcinomom gusterace

Testirana su dva bolesnika, jedan muskarac i jedna Zena u dobi od 37 i 45 godina.

Od dva testirana bolesnika, kod jednog (50 %) je detektirana mutacija koja pripada ESCAT 1.
razini, za koju postoji odobrena ciljana terapija u bolesnikovom tipu tumoru.
Kod drugog bolesnika (50 %) detektirane mutacije pripadaju ESCAT 2. i1 3. razini 1

predstavljaju mogucénost lijeenja kroz klinicke studije i eksperimentalna lijec¢enja.

Kod oba bolesnika detektirana je mikrosatelitska stabilnost i nisko mutacijsko opterecenje

tumora.

4.12.  Bolesnik s medularnim karcinomom Stitnjace

Testiran je jedan bolesnik u dobi od 52 godine.

Kod testiranog pacijenta je detektirana genska promjena koja pripada ESCAT 1. razini, za koju

postoji odobrena ciljana terapija u bolesnikovom tipu tumoru.

Detektirana je mikrosatelitska stabilnost i nisko mutacijsko opterec¢enje tumora.
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4.13.  Bolesnik s karcinomom intrahepati¢nih Zu¢nih vodova

Testirana je jedna bolesnica u dobi od 64 godine.

Testirana bolesnica nema detektiranu niti jednu gensku promjenu koja bi rezultirala ciljanom

terapijom, eksperimentalnim lijeCenjem ili klinickom studijom.

Tumor je bio mikrosatelitski stabilan s niskim mutacijskim optere¢enjem tumora.

4.14. Bolesnik s adneksalnim karcinomom koze

Testiran je jedan bolesnik u dobi od 74 godine.

Bolesniku su detektirane mutacije koje imaju odobrenu terapiju u drugom tipu tumora.

Radi neadekvatnog uzorka nije bilo moguce utvrditi mikrosatelitski status, kao ni status

mutacijskog optere¢enja tumora.

4.15. Bolesnica s karcinomom mokra¢nog mjehura

Testirana je jedna bolesnica u dobi od 63 godine

Bolesnici su detektirane mutacije koje imaju odobrenu terapiju u drugom tipu tumora.

Detektirana je mikrosatelitska stabilnost i nisko mutacijsko opterec¢enje tumora.
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4.16. Bolesnik s nepoznatim primarnim karcinomom

Testiran je jedan bolesnik u dobi od 52 godine.
Bolesniku su detektirane mutacije koje imaju odobrenu terapiju u drugom tipu tumora.
Radi neadekvatnog uzorka nije bilo moguce utvrditi mikrosatelitski status.

Detektirano je visoko mutacijsko optere¢enje tumora, navedeni status kod drugog tipa tumora

ima odobrenu imuno terapiju.

4.17. Bolesnik s mezoteliomom pleure

Testiran je jedan bolesnik u dobi od 52 godine.

Bolesniku je detektirana mutacija za koju postoji odobrena terapija u drugom tipu tumora.

Radi neadekvatnog uzorka nije bilo moguce utvrditi mikrosatelitski status, kao ni status

mutacijskog optere¢enja tumora.

4.18.  Bolesnik s karcinomom papile Vateri

Testiran je jedan bolesnik u dobi od 55 godina.

Bolesniku su detektirane mutacije koje nemaju odobrenu terapiju u bolesnikovom tipu tumora

niti u drugom tipu tumora.

Radi neadekvatnog uzorka nije bilo moguce utvrditi mikrosatelitski status, kao ni status

mutacijskog optere¢enja tumora.
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4.19. Bolesnica s karcinomom Zlijezda slinovnica

Testirana je jedna bolesnica u dobi od 51 godine.

Bolesnici su detektirane mutacije koje nemaju odobrenu terapiju u bolesnikovom tipu tumora

niti u drugom tipu tumora.

Detektirana je mikrosatelitska stabilnost i nisko mutacijsko opterec¢enje tumora.

4.20. Bolesnik s nediferenciranim pleomorfnim sarkomom

Testiran je jedan bolesnik u dobi od 74 godine.

Bolesnik ima detektiranu mutaciju za koju postoji terapija u drugom tipu tumora.

Detektirana je mikrosatelitska stabilnost i nisko mutacijsko opterec¢enje tumora.

4.21. Bolesnica s karcinomom timusa

Testirana je jedna bolesnica u dobi od 39 godina.

Bolesnici su detektirane mutacije koje pripadaju ESCAT 2.1 3. razini i predstavljaju moguénost

lijecenja terapijom odobrenom za drugi tip tumora i eksperimentalnom terapijom.

Detektirana je mikrosatelitska stabilnost i nisko mutacijsko opterec¢enje tumora.
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5. RASPRAVA

Ovo istraZivanje prvo je istraZivanje uloge sveobuhvatnog genskog profiliranja primjenom
FoundationOne CDx testa u bolesnika s metastatskim tumorima razlicitih sijela u KBC-u Split
kojim se Zeljelo istraZiti i prikazati kolika je vrijednost ovog testiranja u detekciji genetskih i
genomskih promjena koje mogu izdvojiti veci broj bolesnika sa specificnim genskim profilom
koji su kandidati za ciljanu terapiju ili ukljucenje u klinicke sudije 1 eksperimentalne metode
lijeCenja.

Rezultati istrazivanja potvrduju naSe hipoteze i pokazuju da je, kao i u do sada objavljenim
debelog crijeva i pluca, detektiran veci udio bolesnika s odobrenom terapijom u bolesnikovom
tipu tumora, $to nije neobi¢no jer su ba$ u ovim tumori najbolje istraZzene molekularne promjene
koje su u proteklom desetljecu dovele do razvoja ciljanih lijekova. (11, 32).

Kod karcinoma maternice, glioblastoma, timusa i drugih manje ucestalih malignih tumora
nismo prona$li mutacije s odobrenom terapijom u bolesnikovom tipu tumora, ali upravo
zahvaljujuci ovakvim testiranjima otkriveni su novi, potencijalni biomarkeri koji mogu biti
meta za razvoj ciljane terapije specificne za taj tip tumora.

Kod cetiri bolesnika (5,26 %) detektirane su promjene koje su vezane za slabiji odgovor i
rezistenciju na terapiju, u prvom redu u karcinomu debelog crijeva, jednom od prvih malignih
tumora kod koji se zapocelo s lije€enjem metastatskih tumora ciljanim anti EGFR lijekovima
(28), dok kod samo 8 bolesnika (10,52 %) nije detektirana niti jedna genska promjena koja bi
rezultirala ciljanom terapijom, eksperimentalnim lijecenjem ili klinickom studijom. I ovakav
rezultat testiranja nam joS jednom potvrduje razlicitosti genskih profila tumora, te predstavlja
skupinu bolesnika ¢iji ¢e rezultati moZda biti predmet buducih istraZivanja s ciljem boljeg
razumijevanja i otkrivanja novih puteva nastanka i lijeCenja malignih tumora.

Uz imunohistokemijsko odre¢ivanje liganda programirane stani¢ne smrti i receptora za ligand
programirane stani¢ne smrti , pojavila su se i dva nova prediktivna biomarkera: mikrosatelitska
nestabilnost 1 mutacijsko optere¢enje tumora (11, 32, 34, 37).

Mikrosatelitska nestabilnost, koju osim primjenom sveobuhvatnog genskog profiliranja
mozemo s visokom razinom pouzdanosti detektirati i manje zahtjevnim metodama, kao §to je
imunohistokemijka analiza 1 PCR, odobrena je kao prvi pantumorski marker. Bolesnici s
nalazom visoke mikrosatelitske nestabilnosti, neovisno o lokaciji tumora, kandidati su za

lijecenje inhibitorom kontrolnih to¢aka, pembrolizumabom (23, 37).
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I iako je imunohistokemijsko odredivanje PD-L1, status mikrosatelitske nestabilnosti i visoko
mutacijsko optereCenje tumora prediktor dobrog odgovora na imunoterapiju njihovo
preklapanje nije potpuno (11, 31, 34), Sto dodatno upucuje na vaznost testiranja ovih
biomarkera.

U naSem istrazivanju, Cetiri (5,26 %) pacijenta imaju tumore koji pokazuju mikrosatelitnu
nestabilnost s visokim mutacijskim opterecenjem tumora, pet (6,58 %) ih ima tumore kojima je
detektirana mikrosatelitna stabilnost s visokim mutacijskim optere¢enjem tumora, dok kod
jednog (1,32 %) pacijenta, radi neadekvatnog uzorka nije bila moguca detekcija mikrosatelitnog
statusa, ali je detektirano visoko mutacijsko optere¢enje tumora, Sto je u skladu s rezultatima

do sada objavljenih studija (11, 32).

Od 27 pacijenata koji imaju odobrenu ciljanu terapiju u bolesnikovom tipu tumora, 10 bolesnika
(37,04 %) ima genetske promjene koje se rutinski testiraju u Laboratoriju za molekularnu
patologiju KBC-a Split, dok je mutacijski profil za 17 pacijenata (62,96 %) detektiran metodom
sveobuhvatnog genskog profiliranja i to za: tumore bubrega, pluc¢a, jajnika, dojke, melanoma,
gusterace 1 Stitnjace, Sto upucuje na vrijednost sveobuhvatnog genskog profiliranja u bolesnika
kojima primjenom monogenskih analiza u Laboratoriju za molekularnu dijagnostiku KBC-a
Split 1 drugim molekularnim laboratorijima u RH, nismo u mogu¢nosti odrediti promjene gena
koje rezultiraju moguc¢noScu lijeCenja ciljanim lijjekovima. Zahvaljuju¢i sveobuhvatnom

genskom testiranju 17 bolesnika je dobilo priliku ciljanog lijecenja.

U bolesnica sa seroznim karcinomima jajnika visokog gradusa, novost u lije€enju bolesnica s
mutacijama BRCA gena i onih koji imaju neku drugu genetsku promjenu koja dovodi do
poremecaja popravka dvolanc¢anih lomova DNA mehanizmom homologne rekombinacije
(HRD) koju dokazujemo odredivanjem gubitka heterozigotnosti (LOH) na raspolaganju je
lijeCenje PARP inhibitorom Olaparibom (35, 36, 38), koji je odobren kao lijek izbora u prvoj

liniji za bolesnice s ovim tipom tumora.

U molekularnim laboratorijima u RH mozZe se detektirati postojanje mutacije BRCA1 i/ili
BRCAZ2 gena, ali je za dijagnosticiranje poremecaja homologne rekombinacije koja se moze
naci u dodatnih 25 % bolesnica s ovim tipom tumora potrebna analiza koja ukljucuje veliki broj
gena. Primjenom metode sveobuhvatnog genskog profiliranja dodatne 3 bolesnice imaju

mogucnost lijeCenja PARP inhibitorima, kao $to smo pokazali u rezultatima nase studije.

Od 76 testiranih bolesnika, kod 62 (81,58 %) su uspjeSno detektirane genetske mutacije kao i
MS i TMB status, dok kod 14 (18,42 %), zbog neadekvatne kvalitete testiranih uzoraka nije
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bilo moguce odrediti potpuni molekularni profil i to: MS, TMB i LOH status kao i amplifikaciju
nekih gena. lako je udio adekvatnih uzoraka za analizu u naSoj studiji visok, ovi rezultati
upucuju na vaznost uzimanja dovoljnog broja uzoraka, pravilne obrade tkiva pridrZzavajuci se
pravila dobre laboratorijske prakse i odabira najboljeg uzorka koji ¢e bitu upucen na analizu,
vodeci rac¢una o veli¢ini uzorka i udjelu tumora. Kvalitetan i dostatan uzorak jamci uspjesnost

provodenja genetskog profiliranja (5, 7, 9, 32).

Rezultati sveobuhvatnog genskog testiranja za 76 bolesnika iz KBC-a Split, pokazuju
podudarnost s istraZivanjima koja se bave istom tematikom. ZamijeCeno je da vecina
detektiranih genskih profila pripada ESCAT razini 2. i 3., $to pruZa nove moguc¢nost lijecenja
kroz razliCita kliniCka istraZivanja i eksperimentalne terapije. Bez ovakvog genskog testiranja
bilo bi nemoguce otkriti nove biomarkere, koji su osnova za razvoj specifi¢nih ciljanih lijekova
(11, 32). Gensko je profiliranje neophodno i za razvoj novih dijagnostickih laboratorijskih
testova kojima ¢e se koriste¢i monogensko testiranja ili manje genske panele moci detektirati

specificne genske promjene koje rezultiraju odobrenim terapijskim lijekom.

Rezultati sveobuhvatnog genskog profiliranja primjenom FoundationOne testa u nasoj studiji
pokazali su da svaki pojedini bolesnik ima jedinstven genetski profil, $to jos jednom potvrduje

potrebu za personaliziranim pristupom u lijeCenju 1 preciznoj dijagnostici karcinoma.

Obzirom na cijenu, slozenost metodologije i dobivene rezultate, neosporna je znanstveno
istrazivacka opravdanost sveobuhvatnog genskog profiliranje (11).

Za klinicku primjenu potrebno je osigurati pristup ovakvim testiranjima za bolesnike s
metastatskim tumorima koji su rijetki i o ¢ijim se specificnim genetskim promjenama koji bi
bili osnova za specificno lijeCenje zna malo, kao za bolesnike Ciji rezultati rutinskih

monogenskih testiranja koja se provode u klinickim laboratorijima ne daju terapijski odabir.
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6. ZAKLJUCCI

1. Rezultati dobiveni u ovom istrazivanju upucuju na vrijednost sveobuhvatnog genskog
testiranja u bolesnika kojima primjenom monogenskih analiza u Laboratoriju za molekularnu
dijagnostiku KBC-a Split i drugim molekularnim laboratorijima u RH, nismo u mogucnosti

odrediti promjene gena koje rezultiraju moguénoscu lijeenja ciljanim lijekovima.

2. Kao nuZnost se namece pravovremeno uvodenje novih dijagnostickih testova kojima bi se
biomarkeri koji mogu generirati ciljanu terapiju u bolesnikovom tipu tumora mogli detektirati

u klinickim laboratorijima, posebno za ucestale maligne tumore.

3. Svaki pojedini bolesnik ima jedinstveni genetski profil, §to jo§ jednom potvrduje potrebu za

personaliziranim pristupom u lijeenju i preciznoj dijagnostici karcinoma.

4. Sveobuhvatnim genskim testiranjem mogu se detektirati i bolesnici s metastatskim tumorima
¢iji genski profil pripada ESCAT razini 2. i 3., Sto pruza nove mogucnosti lijeCenja kroz razlicita

klinicka istraZivanja i eksperimentalne terapije.

5. Rezultati ovog testiranja upucuju na vaznost uzimanja dovoljnog broja uzoraka, pravilne
obrade tkiva pridrZavajuci se pravila dobre laboratorijske prakse i1 odabira najboljeg uzorka koji
¢e biti upucen na analizu, vode¢i racuna o veli¢ini uzorka i udjelu tumora. O navedenim

parametrima ovisi sama uspjesnost testiranja.

6. Sveobuhvatno gensko profiliranje ima veliku znanstveno-istrazivacku vrijednost.

7. Za kliniCku primjenu potrebno je osigurati pristup ovakvim testiranjima za bolesnike s
metastatskim tumorima koji su rijetki 1 o ¢ijim se specificnim genetskim promjenama koje bi
bile osnova za specificno lijecenje zna malo, kao i za bolesnike ¢iji rezultati rutinskih

monogenskih testiranja koja se provode u klinickim laboratorijima ne daju terapijski odabir.
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8. SAZETAK

ULOGA SVEOBUHVATNOG GENSKOG PROFILIRANJA U ONKOLOSKIH
BOLESNIKA U KBC-u SPLIT

Razvoj novih molekularnih tehnika, izmedu ostalog i sveobuhvatnog genskog profiliranja
primjenom sekvencionera nove generacije unaprijedio je dijagnostiku i lijeCenje onkoloskih
bolesnika. ESMO radna grupa za klinicku tumorsku genomiku identificirala je genske promjene
nadene promjene u Cetiri ESCAT kategorije kojima se definira povezanost nadenih genetskih

promjena i primjene lijeka.

U ovom su istraZzivanju obradeni rezultati testiranja promjenom FoundationOne testa u 76
pacijenata iz KBC-a Split s malignim tumorima razli€itih sijela, €iji su uzorci tkiva fiksirani u
formalinu i uklopljeni u parafin i tijekom 2020. godine poslani na analizu u Foundation
Medicine, kako bi se procijenio daljnji nacin lijeCenja bolesnika na temelju genetskih promjena
nadenih u tumorima.

Temeljem detektiranog genetskog statusa 27 pacijenata ( 35,53 %), su kandidati za odobrenu
ciljanu terapiju u bolesnikovom tipu tumora, kod 25 pacijenata (32,89 %) detektiran je genetski
status za kojeg je odobren lijek u drugom tipu tumora, dok su 24 pacijenta (31,58 %), na osnovu
genetskog profila, bez odobrenog lijeka.

Kod 4 bolesnika (5,26 %) detektirane su promjene koje su vezane za slabiji odgovor i
rezistenciju na odobrenu ciljanu terapiju.

Cetiri (5,26 %) pacijenta imaju tumore koji pokazuju mikrosatelitnu nestabilnost s visokim
mutacijskim optere¢enjem tumora, pet (6,58 %) ih ima tumore kojima je detektirana
mikrosatelitna stabilnost s visokim mutacijskim optere¢enjem tumora, dok kod jednog (1,32 %)
pacijenta, radi neadekvatnog uzorka nije bila moguca detekcija mikrosatelitnog statusa.

Od 76 testiranih bolesnika, kod 62 (81,58 %) su uspjesno detektirane genetske mutacije kao i
MS i TMB status, dok kod 14 (18,42 %), zbog neadekvatne kvalitete testiranih uzoraka nije
bilo moguce odrediti potpuni molekularni profil i to MS, TMB i LOH status kao i amplifikaciju
nekih gena, Sto upucuje na vaznost pravilnog uzimanja uzoraka, kao 1 obrade 1 odabira najboljeg

uzorka za analizu.

Od 27 pacijenata koji imaju odobrenu ciljanu terapiju u bolesnikovom tipu tumora, 10 bolesnika

(37,04 %) ima genetske promjene koje se rutinski testiraju u Laboratoriju za molekularnu
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patologiju KBC-a Split, dok je mutacijski profil za 17 pacijenata (62,96 %) detektiran metodom
sveobuhvatnog genskog profiliranja.

Sveobuhvatno gensko profiliranje ima veliku znanstveno-istraZzivacku vrijednost, ali je za
rutinsku klini¢ku primjenu potrebno osigurati pristup ovakvim testiranjima za bolesnike s
metastatskim ili lokalno uznapredovalim tumorima, tumorima koji su rijetki i o Cijim se
specificnim genetskim promjenama koje bi bile osnova za specifi¢no lijeCenje zna malo, kao
za bolesnike Ciji rezultati rutinskih monogenskih testiranja, koja se provode u klinickim

laboratorijima ne daju terapijski odabir.

Kljuéne rijeci: sveobuhvatno gensko testiranje, onkoloski bolesnici, KBC Split, solidni tumori,

FoundationOne CDx test, ciljana terapija.
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9. SUMMARY

ROLE OF COMPREHENSIVE GENOMIC PROFILING IN ONCOLOGIC PATIENTS
IN CLINICAL HOSPITAL SPLIT

The development of new molecular techniques, among other comprehensive genomic profiling
using new generation sequencing, has improved the diagnosis and treatment of oncological
patients. The ESMO working group for clinical tumor genomes identified genetic changes
significant in the 8 most common malignancies with the highest mortality rate in the world,
classifying molecular changes into four ESCAT categories which defines the association of

genetic changes and drug administration.

In this study, I analysed resultates of FoundationOne Medicine testing in 76 patients from
University Hospital Center Split with malignant tumors of different sites, and whose tissue
samples were fixed in formalin and paraffin-embedded and during 2020 sent for analysis to
FoundationOne Medicine, to evaluate further treatment of patients based on genetic changes

found in tumors.

Based on the detection of the genetic status of 27 patients (35,53 %) are candidates for
approved targeted therapy for the patient's tumor type, in 25 patients (32,89 %) genetic status
was detected for which the drug was approved in another tumor type, while 24 patients (31,58

%), based on genetic profile, had no approved drug.

Changes related to poor response and resistance to approved targeted therapy were found in 4
patients (5,26 %).

Four (5,26 %) patients have tumors that show microsatellite instability with high tumor
mutation load, five (6,58 %) have tumors that have detected microsatellite stability with high
tumor mutation load, while one (1,32 %) patient, due to an inadequate sample, microsatellite

status could not be detected.

Out of 76 tested patients, in 62 (81,58 %) genetic mutations as well as MS and TMB status were
successfully detected, while in 14 (18,42 %), due to inadequate quality of tested samples, it was
not possible to determine the complete molecular profile, like MS , TMB and LOH status as
well as amplification of some genes, which indicates the importance of proper sampling, as well

as processing and selection of the best sample for analysis.
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Of the 27 patients who have approved targeted therapy in the patient's tumor type, 10 patients
(37,04 %) have genetic changes that are routinely tested in the Laboratory for Molecular
Pathology of KBC Split, while the mutation profile for 17 patients (62,96 %) detected by the

method of comprehensive gene profiling.

Comprehensive genomic profiling has important scientific and research value, but for routine
clinical use it is necessary to provide access to such testing for patients with metastatic or locally
advanced tumors, rare tumors, tumors whose specific genetic changes, that would be the basis
for specific treatment, are little known, and for patients whose results of routine monogenic

testing, conducted in clinical laboratories, do not provide a therapeutic choice.

Key words: comprehensive genomic profiling, oncological patients, Clinical hospital Split,

solid tumors, FoundationOne CDx test, targeted therapy.
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