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NASLOV PREDLOZENE TEME

KLINICKO-PATOLOSKE KARAKTERISTIKE
ADENOKARCINOMA PLUCA SA BRAF V600E

Na sluzbenom jeziku MUTACIJOM

CLINICAL AND PATHOLOGICAL CHARACTERISTICS
Na engleskom jeziku ADENOCARCINOMA OF THE LUNG WITH BRAF V600E
MUTATION -

ObrazloZenje teme

Karcinom pluc¢a sa proseno 2.2 miliona slucajeva i 1.8 miliona smrtnih slu¢ajeva je drugi
najcesce dijagnostikovani karcinom i vodeéi uzrok smrtnosti od karcinoma u 2020. godini
(1). Procenjeno je bilo da ¢e 2021. godine u Sjedinjenim Americ¢kim Drzavama (SAD) biti
235.760 novih slucajeva karcinoma pluca od ¢ega ¢e 131.880 ljudi umrjeti od ove bolesti (2).
Nesitnocelijski karcinomi pluéa (NSCLC) ¢ine 85% svih karcinoma pluca od kojih su
najce$¢i adenokarcinom (44%) i skvamozni karcinom (26%). Incidenca karcinoma pluca je
1.5 puta veca kod muskaraca u odnosu na Zene (3). PetogodiSnje prezivljavanje pacijenata sa
karcinomom plucaje izmedu 10-20% u veéini zemalja, sa najveéom stopom u Japanu (33 %)
(1). Zbog niske stope petogodisnjeg prezivljavanja cilj je pronaéi nove terapijske modalitete,
pre svega ciljane molekulame terapije. Napredak u lecenju NSCLC zasnovan je na
razumevanju njegovih histoloskih i molekularnih karakteristika koje dovode do razvoja novih
ciljanih molekularnih terapija (4).Objavljen je mali broj studija koje analiziraju ucestalost
IHC ekspresije i mutacije BRAF V600E gena kod adenokarcinoma plué¢a. Ovo je brz,
specifican i veoma senzitivan metod koji vodi ka naprednom stejdzingu pozitivnog tumora za
lijecenje BRAF inhibitorima.

Pregled istraZivanja

Analiza molekularnih puteva je klju¢ za bolje razumevanje karcinoma pluc¢a. Postoje
najmanje 2 molekularna puta u karcinogenezi pluéa. Jedan je povezan sa puSenjem i
aktiviranjem Kirsten rat sarkoma virusa (KRAS-a), a drugi se javlja kod nepuSaca i1 ima
aktivaciju sa receptorom epidermanlnog faktora rasta (EGFR) (5). NajceS¢a genetska
alteracija kod NSCLC je povezana sa mutacijom EGFR gena. Ova mutacija je prisutna u oko
10-13% pacijenata bele rase i ima ulogu u ranoj fazi tumorske inicijacije Sto predstavlja
potencijalnu metu za ciljanu terapiju (6). Druge vazne mutacije su povezane sa anaplastik
limfoma kinaza genom preuredenja(ALK) i c-ros onkogenom 1 (ROS1). Kod karcinoma
pluéa su otkrivene mutacije i HER2 (humani epidermalni faktor rasta 2), MET (faktor rasta
hepatocita) 1 RET (preuredenja tokom transfekcije) gena, a nedavno dodatnim molekularnim
ispitivanjima indentifikovane su i mutacije v-raf mi§jeg sarkoma onkogena homologa B
(BRAF) i mutacije u genu neurotrofi¢ne tropomiozin receptor kinaze (NTRK). Sve ove
mutacije se potencijalno mogu legiti (7). BRAF protoonkogen je &lan RAF familije
A (ARAF). Onkogene mutacije RAS-a i BRAF-a obi¢no su medusobno iskljucujuéi dogadaji.
BRAF je mutiran u 8% od svih humanih karcinoma, predominantno u leukemiji vlasastih
¢elija (100%), melanomu (>60%), kolorektalnom karcinomu (10%), i rede u karcinomu pluca
i jajnika. BRAF mutacije otkrivene su u 2-4 % karcinoma pluca, §to je manje od ucestalosti
mutacija EGFR-a (10-15%) i neznatno manje od mutacije humanog anaplasticnog limfoma
tirozin kinaze (ALK) koja se javlja u 3-5% slucajeva (8). Gotovo sve BRAF mutacije
indentifikovane su u egzonu 11 i 15. Tac¢kasta mutacija u egzonu 15 BRAF gena rczultira
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suptitucijom valina i glutamata kodona 600 (V 600) koji uti¢e na kinazni domen BRAF
proteina (9). Ova promena dovodi do konstitutivne aktivacije B-raf kinaze i naknadne
transdukcije signala do mitogen-aktivirane protein kinaze kaskade (MAPK), ekstracelularne
signalno regulisane kinaze (EPK), §to rezultira 10-strukim pove¢anjem aktivnosti BRAF-a u
odnosu na aktivnost u divljem tipu proteina(WT) (10). Mutacija BRAF V600E indukuje
samoodrZivu konstantnu aktivaciju MAPK/ERK puta, ¢ime se inhibira kontrolisana éelijska
smrt apoptozom posrednom regulacijom bcl-2 antagonist ¢elijske smrti (BAD). Put BRAF
V600E drasticno povecava bazalne nivoe proliferacije, u skladu sa onkogenim razvojem.
Zbog toga bi mutacija BRAF V600E mogla biti ciljana za le¢enje specifi¢nim inhibitorima
koji bi doveli do povecanja apoptoticke aktivnosti (11). Metode koje se koriste za detekceiju
BRAF V600E su imunohistohemija (IHC) sa kori§¢enjem VEI antitela i landana reakcija
polimeraze (PCR). Vemurafenib i Darbafenib su inhibitori serin/treonin kinaze BRAF tipa,
koji imaju vecu selektivnost za mutirani protein BRAF V600E od BRAF WT, koji nema
aktivnost protiv drugih humanih kinaza.(12)

Cilj i hipoteze

Ciljevi doktorskog istraZivanja su:

1.Utvrditi u¢estalost IHC ekspresije BRAFVG600E u adenokarcinomu pluéa.
2. Utvrditi u¢estalost mutacije BRAFV600E gena.

3.Ub0rediti dobijene rezultate IHC ekspresije BRAFV600E sa dobijenim rezultatima
mutacije BRAFV600E gena.

4. Uporediti ucestalost pozitivne IHC ekspresije BRAFV600E I prisutne BRAF mutacije kod
razliCitih histoloskih pod tipova adenocarcinoma pluca (acinami, papilamni, lepidicni,
mikropapilarni, solidnimi drugim varijantama adenokarcinoma) na osnovu nove klasifikacije
SZO (13).

5. Utvrditi da i je pozitivna IHC ekspresija BRAFV600E I prisutna mutacija BRAF gena
povezana sa demografskim parametrima, puSackim statusom, pojavom metastaza u
regionalnim limfnim C¢vorovima ili udaljenim organima, infiltracijom pleure 1 okolnih

struktura, odnosno stadijumom bolesti.

Na osnovu navedenih ciljeva, postavljene su sledece hipoteze:

H1.Pozitivna IHC ekspresija BRAFVG00E u adenokarcinomu pluéa je veéa od 1,5 %.

H2. Uc¢estalost mutacije BRAFVG00E gena je veéa od 1,5%.
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H3.Dobijeni rezultati pozitivne IHC ekspresije BRAFVG00E sa dobijenim rezultatima prisutne
mutacije BRAFVG600E gena slazu se uvise od 80%.

H4. Pozitivna IHC ekspresija 1 prisutna BRAFVG600E mutacija ¢eséi su kod acinarnih, solidnih i
mikropapilarnih adenocarcinoma pluca u odnosu na druge histologke tipove.

H 5. Pozitivna IHC ekspresija I prisutna BRAFV600E mutacija je ¢e$éa kod Zena i nepusaca, sa
infiltracijom pleure i okolnih struktura, i sa veéim stadijumom bolesti.

Materijali, metode i plan istraZivanja

Uzorkovanje

Uzorkovanje bi se izvrSilo prostom randomizacijum pacijenta operisanih - zbog
adenokarcinoma pluc¢a u vremenskom periodu od januara 2016 do decembra 2022. godine.U
ovom istrazivanju bi se koristio operativni materijal koji je ukalupljen u parafinske blokove i
arhiviran u centru za patologiju KCCG. Podaci za sve pacijente bice dobijeni iz istorija
bolesti, onkoloskih kartonai patohistoloskih nalaza. Kriterijumi za iskljudenje iz studije bi¢e
eventualni nedostatak podataka iz medicinske dokumentacije i materijal neadekvatan za
analizu. Pacijenti kod kojih bude nadena pozitivna IHC ekspresija BRAF V600E ¢e biti
testirani PCR-om na BRAF mutaciju.

Istrazivanje retrospektivno-prospektivnog karaktera bice sprovedeno u Centru za patologiju
Klini¢kog Centra CrneGore (KCCG). Studija ¢e obuhvatiti pacijente KCCG koji su operisani
u periodu od januara 2016. do decembra 2022. godine i kod kojih je na operativnom
materijalu patohistoloSki dokazan invazivni adenokarcinom pluca. U retrospektivnom delu
studije plocice 1 kalupi iz arhive Centra za patologiju ponovo ¢e biti patohistoloski
analizirani. Deo iz ofuvanog, vitalnog dela tumorskog tkiva bi¢e oznaéen na plogici i kalupu i
taj deo ¢e se podvrgnuti imunohistohemijskom bojenju BRAFV600E (VE1) antitelom i
molekularnom PCR testiranju BRAFV600E mutacije. U prospektivnom delu studije, uzorci
tkiva plu¢a dobijeni operativnim putem bice fiksirani u 10% neutralnom formalinu i nakon
kalupljenja u parafinu se¢eni mikrotomom na tkivne isecke debljine 4 mikrona, a potom
deparafinisani 1 bojeni Hematoxylin-Eosin (HE) metodom i mikroskopski analizirani. Deo
vitalnog tumorskog tkiva bi¢e oznacen na plocici i kalupu i taj deo tkiva ¢e se podvrgnuti
imunohistohemijskom bojenju BRAFVG00E (VE1) antitelom i molekularnom PCR testiranju
BRAFV600E mutacije.

Izvodenje metode: Uzorci tumorskog tkiva pacijenata bojice se IHC kori§¢enjem primarnog
miSijeg monoklonalnog antitela, BRAFV600E (VE1) uBenchMark®X Taparatu
(VentanaMedicalSystems) sa ¢elijskim kondicionerom 1 (CC1) tokom 64 min, pre-
peroksidaza inhibicijom i inkubacijom primarnog antitela 16 min na 37 ° C. Konaéna
koncentracija antitela ¢e biti ~ 12 mg/ml. OptiViewDABIHC komplet za otkrivanje ¢e biti
kori§¢en za detekciju ekspresije BRAFV600Eproteina. Tkiva Ce biti obojena hematoksjlinom
I Bluing reagensom u trajanju od 4 min. Za merenie nespecit‘iéno;, pozad inskog signala
negativna kontrola koristi¢e se uzorci tkiva metastatskog melanoma kop su ranije viSestruko
testirani i kod kojih je imunohistohemijska ekspresija BRAF V600E (VE1) bila pozitivna
ocenjena sa 3+ 1 negativna ocenjena sa 0. Za interpretaciju imunohistohemijske ekspresije
BRAF V600E antitela koristie se obrazac prema preporukama (Sasaki et al, 2013.) za
odredivanje IHC BRAF V600E ekspresije kod adenokarcinoma plu¢a. Tumor ¢e sesmatrati
pozitivnim ako u viSe od 50% tumorskih éelija postoji nedvosmisleno, uniformno
citoplazmatsko bojenje. a intezitet bojenja ocenjivace se sa: 0 (negativno). 1+ (slabo

Obrazac PD: Prijava teme doktorske disertacije



.’ UNIVERZITET CRNE GORE
UCG Obrazac PD: Prijava teme doktorske disertacije

citoplazmatsko bojenje), 2+ (umereno citoplazmatsko bojenje) i 3+ (jako citoplazmatsko
bojenje) (14). Tumori koji su IHC ocenjeni sa 1+, 2+ i 3+ bi¢e oznaceni kao pozitivni i ti
uzorci ¢e biti podvrgnuti PCR testiranju BRAF V600E mutacije. Kao kontrolna grupa uzeée
se isti broj negativno IHC ocenjenih sa 0 uzoraka tumora I ti uzorci ¢e se PCR testirati na
BRAFV600E mutaciju. BRAF V600E Sanger sekvencioniranje ée se izvoditi ekstrahovanjem
genomske DNK iz iseCaka debljine 20 mikrona. Prajmeri za Sanger sekvencioniranje ¢e
pojacati region egzona 15 BRAF gena koji kodira sekvence na mestu mutacije i nekoliko
nukleotida u intronu na oba kraja. Koristi¢e se dva prajmera: 1) BRAF-

ex I SFTGCTTGCTCTGATAGGAAAATG i 2) BRAF- .
ex15SRAGCATCTCAGGGCCAAAAAT. Lanci ¢e biti sekvencionirani u oba pravca na
Applied Biosystem’s 3730xI DNA Analyzer-u i analizirani pomoéu DNASTAR Lasergene
12 software (DNASTAR, Madison, WI). U odnosu na IHC ekspresiju BRAF V600E (VE1)
pacijenti ¢e biti podeljeni u dve grupe: grupa pacijenata sa pozitivnom ekspresijom (ocenjeni
sa 1+, 2+1 3+) i grupa pacijenata sa negativnom ekspresijom (ocenjeni sa 0). Grupe ée se
uporedivati u odnosu na demografske parametre, pusacki status, prisustvo metastaza u
regionalnim limfnim ¢vorovima, udaljenim organima, infiltracijom pleure i okolnih struktura,
odnosno sa stadijumom bolesti. U odnosu na mutaciju BRAF V600E gena pacijenti ¢e biti
podeljeni u dve grupe: grupa pacijenata sa prisutnom BRAF V600E mutacijom i grupa
pacijenata sa odsutnom BRAF V600E mutacijom. Grupe ée se uporedivati u odnosu na
demografske parametre, pusacki status, prisustvo metastaza u regionalnim limfnim
¢vorovima, udaljenim organima, infiltracijom pleure i okolnih struktura, odnosno sa
stadijumom bolesti. Evaluacija imunohistohemijske ekspresije i mutacije BRAF V600E ¢e
biti izvrSena od strane dva posmatraca. U slucajevima gde bude postojalo neslaganje traZiée
se miSljenje i treeg, supervizora, koji se u svakodnevnom radu bavi dominantno plué¢nom
patologijom sa najduzim stazom u ovoj oblasti.

NEZAVISNEVARIJABLE (Uzrok)
-Demografskekarakteristikepacijenata (starostipol)
-PuSackistatus

-VeliCinatumora

~Tipadenokarcinoma
-Infiltracijapleureimedijastinalnihstruktura
-Prisustvometastazaulimfnim ¢vorovima
-Prisustvoudaljenihmetastaza
-Patohistolo$kistadijumbolesti (pTNM)
-Klini¢kistadijumbolesti

ZAVISNE VARIJABLE (Ishod)
-EkspresijaBRAFV600Eproteina
-MutacijaBRAFV600Egena

SNAGA ISTRAZIVANJA I VELICINA UZORKA

Veli¢ina uzorka je izracunata na osnovu podataka o ekspresiji BRAFV600E u
adenokarcionomima pluéa, a ovi podaci su dobijeni iz studije Hofman i saradnika (15).
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Prema podacima iz literature oko 3% adenokarcinoma plu¢a ima pozitivhu ekspresiju
BRAFVG600E, od kojih je oko 83% slucajeva imalo PCR potvrdenu BRAFV600E mutaciju.
Opravdanost broja ispitanika potrebnih za studiju je izratunat Kkoriste¢i program G*Power
3.1.9.7 i apriori analizu za ch2 test (tabele kontigencije) gde je stepen slobode Df = (broj reda
- 1) x (broj kolone - 1) = 15. Ulazni parametri su bili sledeci: veli¢ina efekta je iznosila 0,4,
verovatnoca greske je bila na nivou od 0,05, dok je verovatnoca greske postavljenana 0,20 tj.
snaga studije je iznosila 1-b= 0,80 (80%). Na osnovu analize studije utvrdeno je daje za date
kriterijjume neophodan uzorak od najmanje 118 pacijenata.

STATISTICKAOBRADA

StatistiCka obrada rezultata izvrSice se pomocu komercijalnog programskog paketa SPSS
(verzija 23). U analizi dobijenih rezultata najpre ¢e se koristiti metode deskriptivne statistike
za opis karakteristika uzorka: apsolutni brojevi, mere centralne tendencije (aritmeticka
sredina), mere varijabiliteta (standardna devijacija) iinterval nevrednosti (minimax). Za
analizu signifikantnosti razlika tj. potencijalne povezanosti neparametarskih obelezja, izmedu
i unutar grupa ¢emo koristiti ch2 test i Fisher’sexact test. Ukoliko unakrsni prikaz dobijenih
parametara ukaze na visoko znacajne veze u pojedinim uzajamnim odnosima, radice se
korelaciona analiza (Phikoeficijent) kojom bi se odredila prava mera njihove povezanosti pri
Cemu ¢e se znaCajnost veze dokazati znacajnoS¢u koeficienta korelacije, a jaCina veze
njegovom veli¢inom. Testiranje znacajnosti bice odredeno na nivou verovatnoce p<0.05.

Ocekivani naucni doprinos

U naSoj studiji oekujemo da s¢ utvrdi ucestalost IHC ekspresije BRAF V600E i mutacue
BRAF V600E i njihova povezanost u adenokarcinomu pluca.

Samo nekoliko prethodnih studija je uporedivalo osetljivost i1 specifi¢nost klona VEI u
otkrivanju mutacije BRAF V600E. Klinicke i patohistoloSke karakteristike pacijenata sa
karcinomom plu¢a koji nose mutaciju BRAF VG0OE su razliCite u dosada$njim studijama
(11,16). Utvrdeno je da je povecana ekspresija BRAF VG600E receptora nepovoljan
prognosti¢ki faktor kod adenokarcinoma pluca(l2). Ova studija bi mogla razjasniti
dijagnosticku vrednost IHC kao alternativne metode za otkrivanje BRAF V600E mutacije
kod pacijenata sa adenokarcinomom plu¢a i1 njenu povezanost sa demografskim
karakteristikama 1 patohistoloskim parametrima. Istrazivanjem efikasnosti molekularne
terapije BRAF i MEK inhibitorima mogu biti osnov za uvodenje rutinskog protokola za
odredivanje BRAF statusa kod adenokarcinoma pluca.
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