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SAZETAK

Uvod i cilj

Tumor pluca je medu najcesce dijagnosticiranim malignim oboljenjima na svijetu, sa
visokom stopom smrtnosti. Tumor plu¢a skvamoznih stanica je relativno esti podtip tumora
pluca koji je dijagnosticiran u 20-30 % slucajeva, a od njega je ¢eSce dijagnosticirani samo
adenokarcinom pluca. Pacijenti oboljeli od tumora plu¢a skvamoznih stanica ne pokazuju
uniformnost u klinickom ishodu, i lije¢e se na jednak na¢in. Obzirom da profil genskih
varijanti, kao i specificni profil ekspresije gena, jos uvijek nije u potpunosti razjaSnjen u
ovom tipu tumora, pacijenti se jo§ uvijek uglavnom lije¢e sistemskom kemoterapijom.
Pretpostavka je da bi bolja molekularna karakterizacija tumora plu¢a skvamoznih stanica
prema bioloSkim karakteristikama, mogla dovesti do personaliziranog pristupa lijecenju
pacijenata, boljeg predvidanja odgovora na terapiju i u konacnici boljeg ishoda lijecenja ove
vrste tumora. Stoga su potrebna daljnja istrazivanja koja ¢e doprinijeti boljoj molekularnoj
karakterizaciji ove vrste tumora.

Cilj ove doktorske disertacije je analiza i razumijevanje profila ekspresije molekula
MRNA, proteina i miRNA u tumoru pluca skvamoznih stanica s krajnjom svrhom
identifikacije klju¢nih molekula u tumorigenezi ove bolesti.

Materijali i metode

Zapotrebe ovog istrazivanja prikupljena su 23 uzorka tkiva tumora pluc¢a skvamoznih
stanica 1 4 tkiva pluca zdravih osoba koja su fiksirana formalinom 1 uklopljena u parafin.
Rezovi debljine 10 pm koristeni su za pripremu knjiznica za sekvenciranje. Za analizu na
spektrometru masa izolirani su proteini iz 3 tumorska i 3 zdrava uzorka, u trima bioloskim
replikama. Za identifikaciju gena sa promijenjenom ekspresijom koristen je alat DESeq?2.
Genima sa promijenjenom razinom ekspresije dodijeljene su anotacije pomocu analize
genske ontologije i analize obogacivanja setovima gena. Metodama ESTIMATE i GSVA
procijenjen je stupanj infiltracije imunoloskih stanica u tumorsko tkivo i ispitana je
povezanost stupnja infiltracije s prezivljenjem pacijenata. Pomocu analize proteinskih
interakcija identificirani su klasteri u proteinskoj mrezi te ViSOko umrezeni geni. Pomocu

WGCNA metode, ispitana je povezanost skupine gena objedinjenih u klastere sa klinickim
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parametrima pacijenata. Za validaciju rezultata genske ekspresije, ponovljena je DESeq2
analiza na uzorcima tumora plu¢a skvamoznih stanica sekvenciranih u sklopu TCGA
projekta (223 ispitanika), i zdravih kontrola sekvenciranih u sklopu GTEX projekta (288
ispitanika). Ucinak razine genske ekspresije na prezivljenje pacijenata provjeren je na
validacijskoj kohorti pomoc¢u Kaplan-Meier krivulje prezivljenja i log-rank testa.
Diferencijalno eksprimirane miRNA identificirane su pomo¢u DESeq2 alata. Ciljni geni
miRNA sa promijenjenom ekspresijom identificirani su pomoc¢u multiMir paketa u R
programu. Proteini sa promijenjenom razinom ekspresije u tumorskom tkivu identificirani su
pomocu t-testa i programa Perseus. Rezultati ekspresije proteina potom su usporedeni sa
rezultatima ekspresije gena i miRNA.
Rezultati

Rezultati analize genske ontologije na obje ispitivane kohorte pokazuju da geni sa
pozitivnom promjenom u razini ekspresije u tumorskom tkivu sudjeluju u regulaciji
stani¢nog ciklusa, regulaciji stani¢ne diobe, DNA metabolickim procesima i diferencijaciji
epitelnih stanica. Geni sa negativnom promjenom u razini ekspresije sudjeluju u regulaciji
imunoloskog sustava, poput regulacije luéenja citokina ili aktivacije leukocita, te u regulaciji
apoptoze 1 stanicne adhezije. Na temelju stupnja infiltracije tumora imunolo$kim stanicama
identificirana su Cetiri imunosna podtipa, ali pripadnost odredenom podtipu ne povezuje se
sa prezivljenjem pacijenata. Pomocu analize proteinskih interakcija identificirano je 11
klastera u proteinskoj mrezi. Dva najveca klastera, Klaster 1 i Klaster 2, ¢ine geni koji
uglavnom sudjeluju u regulaciji stanicnog ciklusa, regulaciji imunoloskog odgovorai KRAS
signalnom putu. Pomoéu WGCNA metode identificiran je klaster sienna3 koji se povezuje
sa procesom metastaziranja. Unutar sienna3 klastera identificirano je 12 gena koji mogu
utjecati na progresiju tumora plu¢a skvamoznih stanica. Nadalje, pronadena je povezanost
razine ekspresije 89 gena sa sveukupnim prezivljenjem pacijenata. Geni HOXC4, GALNT2,
PYGB, SMOX, C1orf106, SNR31 i FGL2 su identificirani kao novi potencijalni prognosticki
biomarkeri tumora plué¢a skvamoznih stanica. Analiza diferencijalne ekspresije miRNA
pokazala je da 75 miRNA ima pozitivno a 47 miRNA negativno promijenjenu razinu
ekspresije u tumorskom tkivu, u odnosu na zdrave kontrole. hsa-miR-577 ima najveéu

pozitivnu promjenu, a hsa-miR-490-3p najveéu negativnu promjenu u razini ekspresije u
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tumorskom tkivu. Interaktom mRNA-miRNA pokazuje da hsa-miR-182-5p, hsa-miR-590-
3p, hsa-miR-107 i hsa-let-7c-5p imaju najveéi broj potencijalnih ciljnih gena Sto ukazuje na
njihovu potencijalno bitnu ulogu u tumoru plu¢a skvamoznih stanica. Rezultati analize
diferencijalne ekspresije proteina pokazali su 1404 proteina ima pozitivnu, a 271 protein
negativno promijenjenu ekspresiju u tumorskom tkivu, u odnosu na zdrave kontrole. Od
navedenog broja, 245 prekomjerno eksprimiranih proteina, prekomjerno je eksprimirano i na
transkripcijskoj razini, a za 144 gena i proteina zabiljeZena je smanjena ekspresija. Od 89
identificiranih prognostic¢kih gena, na proteinskoj razini potvrdena je prekomjerna ekspresija
9 proteina (GALNT2, PYGB, LAMB3, MCCC1, DCPS, DSG3, PC, FARSA i DTYMK),
kao i smanjena ekspresija proteina SLC9A3RN.

Zakljucci

Promjene razine mRNA, miRNA i proteina, koje su uocene u tumoru plucéa
skvamoznih stanica mogu biti odgovorne ili pridonositi tumorskoj patologiji. Prema
dobivenim rezultatima, prekomjerna ekspresija gena koji sudjeluju u regulaciji stani¢nog
ciklusa, kao i smanjena ekspresija gena koji sudjeluju u regulaciji imunoloskog odgovora
obiljeZja su tumora pluc¢a skvamoznih stanica. Predlozena je povezanost razine ekspresije 89
gena sa sveukupnim preZivljenjem pacijenata s ciljem njihovog buduceg istrazivanja u
prognosti¢ke svrhe. PredloZena je tumor-supresorska uloga hsa-miR-107, hsa-miR-125 i hsa-

let-7¢c-5p u tumoru plu¢a skvamoznih stanica.
Kljuéne rijeci

Tumor pluéa skvamoznih stanica, sekvenciranje slijede¢e generacije, spektrometrija masa,

prognosticki biomarkeri
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SUMMARY

Introduction and aims

Lung cancer is among the most commonly diagnosed malignancies in the world, and
has a high mortality rate. Squamous cell lung cancer is a relatively common subtype of lung
cancer, diagnosed in 20-30% of cases, of which only lung adenocarcinoma is more
commonly diagnosed. Patients with squamous cell lung cancer do not show uniformity in
clinical outcome, and are treated in the same way, regardless of morphological subtype.
Because the profile of gene variants, as well as the specific profile of gene expression, is still
not fully elucidated in this type of tumor, patients are still mostly treated with systemic
chemotherapy. It is hypothesized that better molecular characterization of squamous cell lung
cancer by biological characteristics could lead to a personalized approach to patient
treatment, better prediction of response to therapy, and ultimately a better treatment outcome
for this type of tumor. Therefore, further research is needed that will contribute to better
molecular characterization of this type of tumor. The aim of this doctoral dissertation is to
analyze and understand the expression profile of mMRNA, protein and miRNA molecules in
squamous cell lung cancer with the ultimate goal of identifying key molecules in the
tumorigenesis of this disease.
Materials and methods

For the purposes of this study, 23 samples of squamous cell lung cancer tissue,
together with 4 samples of lung tissue of healthy individuals were collected, fixed with
formalin and embedded in paraffin. 10 um thick sections were used to prepare the sequencing
libraries. For mass spectrometry, proteins from 3 tumor and 3 healthy controls were isolated,
in three replicates. The DESeq2 tool was used to identify genes with altered expression.
Genes with altered expression levels were assigned annotations using gene ontology analysis
and gene set enrichment analysis. ESTIMATE and GSVA methods were used to assess the
degree of infiltration of immune cells into tumor tissue and to examine the relationship
between the degree of infiltration and patient survival. The analysis of protein interactions
identified clusters in the protein network and highly connected genes. Using the WGCNA
method, the association of genes grouped in clusters and the clinical parameters of patients



was examined. To validate the gene expression results, the DESeq2 analysis was repeated on
squamous cell lung cancer samples sequenced as part of the TCGA project (223 subjects),
and healthy controls sequenced as part of the GTEX project (288 subjects). The effect of gene
expression levels on patient survival was tested on a validation cohort using the Kaplan-
Meier survival curve and log-rank test. Differentially expressed miRNAs were identified
using the DESeqz2 tool. Targeted miRNA genes with altered expression were identified using
multiMir packages in the R program. Proteins with altered expression levels in tumor tissue
were identified using the t-test and the Perseus program. Expression profiles of genes,
proteins and miRNA were finally compared.
Results

The results of the gene ontology analysis, in both examined cohorts, show that genes
with a positive change in the level of expression in tumor tissue participate in cell cycle
regulation, regulation of cell division, DNA metabolic processes and epithelial cell
differentiation. Genes with a negative change in the level of expression are involved in the
regulation of the immune system, such as the regulation of cytokine secretion or leukocyte
activation, and in the regulation of apoptosis and cell adhesion. Based on the degree of tumor
infiltration by immune cells, four immune subtypes have been identified, but affiliation to a
particular subtype is not associated with patient survival. By analyzing protein interactions,
11 clusters in the protein network were identified. The two largest clusters, Cluster 1 and
Cluster 2, consist of genes that are mainly involved in cell cycle regulation, immune response
regulation, and the KRAS signaling pathway. Using the WGCNA method, a sienna3 cluster
was identified that is associated with the metastasis process. Within the sienna3 cluster, 12
genes have been identified that may influence squamous cell lung cancer progression.
Furthermore, an association was found between the expression levels of 88 genes and the
overall survival of patients. Genes HOXC4, GALNTZ2, PYGB, SMOX, Clorfl06, SNR31
and FGL2 are proposed as new prognostic genes of squamous cell lung cancer. Analysis of
differential miRNA expression showed that 75 miRNAs had positive and 47 miRNA
negatively altered levels of expression in tumor tissue, compared to healthy controls. hsa-
miR-577 has the largest positive change, and hsa-miR-490-3p has the largest negative change

in the level of expression in tumor tissue. Interaction MRNA-miRNA shows that hsa-miR-
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182-5p, hsa-miR-590-3p, hsa-miR-107 and hsa-miR-107 and hsa-let-7c-5p have the largest
number of potential target genes indicating their potentially important role in squamous cell
lung cancer. Differential expression analysis of proteins showed overexpression of 1404, and
downregulation of 271 proteins in lung tissues. Among 1404 overexpressed proteins, 245
were also overexpressed on mRNA level. For 145 dowregulated proteins in tumor tissues,
144 were dowregulated on mRNA level as well. Out of 89 identified prognostic genes,
overexpression on protein level was confirmed for 9 proteins (GALNT2, PYGB, LAMB3,
MCCC1, DCPS, DSG3, PC, FARSA i DTYMK), as well as downregulation of SLC9A3RN.

Conclusions

Changes in mRNA, miRNA, and protein levels observed in squamous cell lung
cancer may be responsible for or contribute to tumor pathology. According to the results
obtained, overexpression of genes involved in cell cycle regulation and decreased expression
of genes involved in the regulation of the immune response are characteristic of squamous
cell lung cancer. The association of the expression level of 89 genes with the overall survival
of patients with the aim of their future research for prognostic purposes has been proposed.
hsa-miR-107, hsa-miR-125 and hsa-let-7c-5p are miRNA with proposed tumor supressive

role.

Keywords: Squamous cell lung cancer, next-generation sequencing, mass spectrometry,

prognostic biomarkers

This doctoral thesis contains 228 pages, 70 images, 35 tables and 211 literature references.
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1. UVOD

5 slika, 4 tablice



1. UvOD

Pocetkom dvadesetog stoljeca tumor pluca bio je rijetko dijagnosticirana bolest. Danas je
tumor pluca jedan od najcesce dijagnosticiranih vrsta tumora (Slika 1.) i vodec¢i uzrok smrtnosti od
malignih bolesti [1,2]. Mnogobrojna znanstvena istrazivanja usmjerena su na pronalazak uzroka
tumora pluca, kao i na ispitivanje novih moguénosti lije¢enja ove bolesti, ali unato¢ svim
dosadasnjim znanstvenim naporima, smrtnost od ove bolesti i dalje je visoka. Visokoj stopi
smrtnosti pridonosi i ¢injenica da se samo petina (20 %) slucajeva tumora pluca dijagnosticira u
ranoj fazi bolesti, kada je tumor lokaliziran i nije zahvatio obliznje limfne ¢vorove, | kada je
ocekivano petogodisnje prezivljenje najvise (>60 %), u odnosu na kasnije faze bolesti [3]. Lijecenje
pacijenata sa novim vrstama terapije, poput ciljane terapije ili imunoterapije, dovelo je do boljeg
prezivljenja, ali za relativno malu skupinu pacijenata [4]. Stoga je smrtnost od tumora pluca jos$

uvijek vrlo visoka.
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Slika 1. 10 najcesc¢ih uzrocnika smrti na svjetskoj razini u razdoblju 2000.-2019. godine. Prazan
krug oznacava broj smrtnih slucajeva 2000. godine, a puni krug broj smrtnih sluc¢ajeva 2019.

godine. Preuzeto i prilagodeno iz: Global Health Estimates 2020: Deaths by Cause, Age, Sex, by Country and by
Region, 2000-2019. Geneva, World Health Organization; 2020 [5].



1.1. TUMOR PLUCA

Tumor pluca je jedan od najcesée dijagnosticiranih malignih oboljenja na svijetu u oba
spola. Prema GLOBOCAN bazi podataka, procijenjeno je da ¢e se u svijetu 2020. godine
dijagnosticirati 2,2 milijuna novih slucajeva tumora plu¢a. U Hrvatskoj se na godi$njoj razini
dijagnosticira oko 3000 novih sluéajeva, §to tumor pluca ¢ini drugim najcesce dijagnosticiranim
oblikom tumora kod muskaraca (nakon tumora prostate) i tre¢im kod Zena (nakon tumora dojke 1
debelog crijeva) [6] (Slika 2).

Maligna oboljenja su medu vode¢im uzrocima smrtnosti u cijelome svijetu. Prema
procjenama Svjetske zdravstvene organizacije (SZO), u 112 od 183 zemalja svijeta (61 %), tumori
su vode¢i ili drugi po redu uzrok smrti prije napunjene sedamdesete godine Zivota [7]. U odnosu
na ostale vrste tumora, najveci broj zabiljezenih smrti pripisuje se tumoru pluca (Slika 3.), §to ga
¢ini vode¢im uzrokom smrtnosti od malignih bolesti kod musSkaraca i drugim uzrokom smrtnosti
kod zena (nakon tumora dojke), zbog ¢ega tumor pluca predstavlja veliki javnozdravstveni problem
na globalnoj razini [2].

Stopa incidencije tumora prema spolu

Oba spola Muskarci Zene

Ostali tumori Ostali tumori Ostali tumori

36,9 %

Debelo crijevo

19,3 milijuna slucajeva 10,1 milijuna slucajeva 9,2 milijuna slucajeva

Slika 2. Globalna stopa incidencije 10 naj¢es¢ih vrsta tumora u 2020. Na lijevoj strani prikazana
je stopa incidencije tumora za oba spola, u sredini za muskarce, a na desnoj strani za Zene. N-H

limfom- Ne-Hodgkinov limfom. Preuzeto i prilagodeno iz: Bray, F. et al. Global cancer statistics 2018:

GLOBOCAN estimates of incidence and mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA. Cancer J. Clin.
2018, 68, 394-424, doi:10.3322/caac.21492 [2].



Stopa smrtnosti od tumora prema spolu

Oba spola Muskarci Zene

Ostali tumori
25,4 %

Ostali tumori

Jetra 10,5 %

Leukemija 3%

9,9 milijuna smrti 5,5 milijuna smrti 4,4 milijuna smrti

Slika 3. Stopa smrtnosti od 10 naj¢escih vrsta tumora u 2020. Na lijevoj strani prikazana je stopa
smrtnosti od tumora za oba spola, u sredini za muskarce, a na desnoj strani za zene. N-H limfom-

Ne-Hodgkinov limfom. Preuzeto i prilagodeno iz: Bray, F. et al. Global cancer statistics 2018: GLOBOCAN

estimates of incidence and mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA. Cancer J. Clin. 2018, 68, 394—
424, doi:10.3322/caac.21492.

Unato¢ brojnim znanstvenim istrazivanjima temeljenima na pronalasku uzroka tumora
pluc¢a i pronalasku novih modaliteta lijecenja ove bolesti, petogodi$nje prezivljenje pacijenata u
vecini zemalja svijeta i dalje je relativno nisko, oko 10-20 %. Razvijenije zemlje svijeta, poput
Japana, Sjedinjenih Americkih Drzava ili Kanade, imaju veci postotak petogodiSnjeg prezivljenja
(20-30 %), u odnosu na primjerice Hrvatsku u kojoj je ono 11 % [8]. Jedan od razloga koji tome
pridonosi je i kasna detekcija same bolesti u vecini zemalja svijeta. Gotovo 50 % dijagnoza tumora
pluca postavi se u trenutku kada se tumor ve¢ proSirio na udaljene limfne ¢vorove ili udaljene
organe [3], Sto za posljedicu ima prezivljenje pacijenata od svega 18 mjeseci od postavljene
dijagnoze [4]. LijeCenje tumora plu¢a novim vrstama terapija, poput ciljane terapije ili
imunoterapije, dovelo je do boljeg ishoda lijecenja za dio pacijenata koji su kandidati za navedene
terapije. Pacijenti koji nisu kandidati za navedene terapije i dalje se lijeCe sistemskom

kemoterapijom [9].



1.2. Podjela tumora pluéa

Razvoj 1 primjena naprednih visokoproto¢nih tehnologija u znanstvenim istrazivanjima,
poput sekvenciranja slijedece generacije, doprinijeli su novim znanstvenim spoznajama i boljem
razumijevanju biologije i patogeneze tumora pluca. Nove spoznaje o pokretackim mutacijama [10]
koje doprinose nastanku tumora pluca, te utjecu na rast i diobu tumorskih stanica, omogucile su
razvoj ciljane terapije za tumor plu¢a. Detekcija pokretackih mutacija u odredenim histoloSkim
tipovima tumora pluca pretpostavlja povoljan odgovor bolesnika na ciljanu terapiju. Obzirom da
je profil identificiranih pokretackih mutacija razli¢it u podtipovima tumora plu¢a [11,12], a najveci
broj lijekova je odobren za lije¢enje adenokarcinoma, postojeci odobreni lijekovi nisu primjenjivi
za lijecenje svih pacijenata. Upravo iz toga razloga vazno je prilikom dijagnoze tumora pluca
utvrditi to¢no koji podtip tumora pluca se razvio u pacijentu.

Tumor pluc¢a se na temelju morfoloskih karakteristika tradicionalno dijeli u dvije glavne
skupine: tumor plu¢a nemalih stanica (engl. non-small cell lung cancer, NSCLC) i tumor pluéa
malih stanica (small cell lung cancer, SCLC). Tumor plu¢a malih stanica je neuroendokrini tumor
pluc¢a visokog stupnja diferencijacije, zbog ¢ega ima karakteristike agresivnog Sirenja i najloSiju
prognozu u odnosu na ostale vrste tumora pluca [13]. Tumor pluca malih stanica ¢ini 15-20 %
dijagnoza tumora pluéa, dok je tumor plué¢a nemalih stanica puno ¢es$¢i sa 80-85 % od ukupnih
dijagnoza tumora pluc¢a. Tumor plu¢a nemalih stanica se nadalje klasificira u nekoliko podskupina.
Najcesca podskupina NSCLC-a u oba spola je adenokarcinom pluca, sa incidencijom oko 40 %.
Tumor pluc¢a skvamoznih stanica, koji je do ranth 1990-ih godina bio najcesce dijagnosticirani tip
tumora pluca, danas ¢ini 20-30 % od ukupnih dijagnoza tumora pluca, a po udjelu dijagnoza slijedi
ga tumor pluca velikih stanica sa 5-10 % dijagnoza [14]. Obzirom da su sve do zadnjih desetak
godina opcije za lijeCenje tumora pluca bile limitirane, daljnja podjela tumora pluca nije bila
potrebna. Prikupljanjem novih znanstvenih saznanja o tumoru pluca, mijenjala se i klasifikacija
tumora pluca kroz povijest. Tradicionalnoj podjeli je tako dodana nova kategorija tumora pluca
nazvana neuroendokrini tumori plu¢a. Novije klasifikacije uzimaju u obzir i poznate pokretacke

mutacije za koje postoje odobreni lijekovi.



1.3. HistoloSka podjela tumora pluca

Histoloska klasifikacija tumora pluéa je kompleksna, obzirom da tumor pluc¢a predstavlja
heterogenu skupinu tumora koja broji viSe od pedeset histomorfoloskih podtipova. Prema
posljednjoj klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije iz 2021. godine [15] (Slika 4.) tumori
pluca dijele se na adenokarcinom pluc¢a, tumor plu¢a skvamoznih stanica, tumor pluca velikih
stanica, adenoskvamozni tumor pluc¢a, tumor pluéa vretenastih stanica (engl. spindle cell),
pleomorfni, tumor pluca orijaskih stanica (engl. giant cell), manje zastupljeni tumori pluca i
neuroendokrini tumori plu¢a medu koje se ubraja i ranije navedeni tumor plu¢a malih stanica.
Navedene skupine tumora nadalje se dijele u podskupine. Primjerice tumor pluc¢a skvamoznih

stanica Cine keratinizirajuca, nekeratinizirajuca i bazaloidna podskupina tumora pluca.

Sarkomatoidni TP (Pleomorfni TP, Pulmonarni

Adenoskvamozni
blastom)

TP velikih TP
stanica

Keratinizirajuci TPSS
Ne-keratinizirajuci TPSS

Basaloidni TPSS Ostali manje zastupljeni

podtipovi

Lepidi¢ni ADK I s
Acinusni ADK T|_p|£n|I kaI'CIInOI.d
. . Atipicni karcinoid
. Paplla"."' AE?K TP malih stanica
Mikropapilarni ADK Neuroendokrini TP velikih stanica
Solidni ADK

Varijante ADK:
Invazivni mucinozni ADK

Koloidni ADK
Fetalni ADK

Slika 4. Podjela tumora pluca prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije iz 2021. ADK-
adenokarcinom, TPSS- tumor pluc¢a skvamoznih stanica, NET- neuroendokrini tumor plu¢a, TP-
tumor pluca. Preuzeto iz: Suti¢, M.; Vukié, A.; Baranagi¢, J.; Forsti, A.; Dzubur, F.; Samarzija, M.; Jakopovié, M.;

Br¢ié, L.; Knezevi¢, J. Diagnostic, Predictive, and Prognostic Biomarkers in Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC)
Management. J. Pers. Med. 2021, 11, 1102, doi:10.3390/JPM11111102 [16]

Adenokarcinom je najceséi oblik tumora pluca, dijagnosticiran u 40-50 % sluc¢ajeva tumora

plu¢a. Adenokarcinom pluca je maligna epitelna neoplazma sa zljezdanom diferencijacijom ili



sekrecijom mucina [17]. Nastaje ve¢inom u perifernim dijelovima pluéa, ali moze biti i centralno
smjesSten u plu¢ima. Adenokarcinom pluca uglavnom eksprimira pneumocitne markere, poput
Thyroid transcription factor (TTF-1) i Napsin A ¢&ija se ekspresija moze provjeriti
imunohistokemijski [14]. Prema morfoloskim osobinama adenokarcinom pluca dijeli su u nekoliko
podtipova (Slika 4.) poput solidnog adenokarcinoma, lepidicnog adenokarcinoma, acinarnog
adenokarcinoma, mikropapilarnog i papilarnog adenokarcinoma. Subklasifikacija adenokarcinoma
na temelju morfoloskih obiljezja tumora utjee na ocekivanu prognozu. Primjerice, najbolja
prognoza ocekuje se za pacijente oboljele od lepidi¢nog adenokarcinoma, zatim acinarnog i
papilarnog, dok se najlosija prognoza ocekuje za solidne i mikropapilarne adenokarcinome [18].
Tumor plu¢a skvamoznih stanica do 1990.-ih godina bio je najzastupljeniji podtip tumora
plu¢a, nakon Cega se njegova prevalencija smanjuje. Danas je tumor plu¢a skvamoznih stanica
drugi po ucestalosti tumora pluca, sa 20-30 % od svih postavljenih dijagnoza [14]. Obi¢no se javlja
u srediSnjem dijelu pluéa, a tumorigeneza zapocinje metaplazijom bronhalnog epitela u plocasti
epitel. Potom slijedi stvaranje displasti¢nog plocastog epitela koji napreduje u preinvazivni, a zatim
i u invazivni tumor. Tumor pluéa skvamoznih stanica morfoloski je Cesto okarakteriziran
keratinizacijom. Moze do¢i do keratinizacije pojedinac¢nih tumorskih stanica ili stvaranja nakupina
keratiniziraju¢ih plocastih stanica. Takoder, tumorske stanice obi¢no imaju hiperkromatske jezgre
i medustani¢éne mostove (Slika 5.), bez stvaranja strukture Zljezdanih stanica ili lu¢enja mucina.
Ukoliko morfoloske karakteristike nisu vidljive na mikroskopskom preparatu nakon bojanja
bojama hematoksilin-eozin, plocastu diferencijaciju potrebno je dokazati imunohistokemijski
pomocu protutijela za citokeratin-5, citokeratin-6, p40 ili p63 [17].
A)

.

Slika 5. Histoloske karakteristike tumora pluca skvamoznih stanica. A) Prisutnost hiperkromatskih
jezgri, B) Tumor pluca skvamoznih stanica bez prisutnosti keratinizacije, C) Citoplazmatska

keratinizacija, D) Keratinske nakupine, E) Keratinizacija u slojevima
Preuzeto iz: Park, H.J.; Cha, Y.J.; Kim, S.H.; Kim, A.; Kim, E.Y.; Chang, Y.S. Keratinization of Lung Squamous Cell

Carcinoma Is Associated with Poor Clinical Outcome. Tuberc. Respir. Dis. (Seoul). 2017, 80, 179,

d0i:10.4046/TRD.2017.80.2.179 [19]



Tumor pluca velikih stanica dijagnosticiran je u 5-10 % slucajeva. Nastaje iz epitelnih
stanica, u perifernim dijelovima pluca i slabo je diferenciran. Karakteriziraju ga velike, poligonalne
stanice [17].

Neuroendokrini tumori pluca su relativno ¢esta skupina tumora pluca, sa 20-25 % udjelom
od ukupnih dijagnoza. Morfoloske karakteristike ih jasno odvajaju od ostalih vrsta tumora pluca.
Karakteriziraju ih organoidni uzorak rasta, granulirani kromatinski uzorak i ekspresija
neuroendokrinih markera poput kromogranin A, sinatofizin i CD56. Kao §to je prikazano na Slici
4. prema Klasifikaciji SZ0O-a, neuroendokrini tumori nadalje se dijele u Cetiri glavne kategorije,
ukljucujudi tipi¢ni 1 atipicni karcinoid pluca, tumor plu¢a malih stanica i neuroendokrini tumor

velikih stanica [17].
1.4. Podjela tumora pluéa prema opsegu prosirenosti

Tumori pluca se, osim prema morfoloskim karakteristikama, cesto dijele i prema opsegu
prosirenosti. U klinici se najéesc¢e upotrebljava TNM klasifikacija tumora pluca koja se bazira na
karakteristikama primarnog tumora, poput veli¢ine tumora (T, iz engl. tumor), zahvacéenosti
limfnih ¢vorova tumorom (N, iz engl. nodes) i prisutnosti metastaza (M, iz engl. metastasis) [20].
Svaki od TNM parametara podijeljen je u nekoliko skupina koji opisuju opseg proSirenosti tumora
(Tablica 1.).

Na temelju informacija o sva tri navedena parametra, odreduje se stadij bolesti na nacin
kako je prikazano u Tablici 2. Odredivanje stadija tumora plu¢a vazno je za procjenu prognoze
bolesti, kao 1 za odabir vrste lije¢enja pacijenta. Najveci stadij tumora pluca, IV B, ukazuje na
prosirenu bolest sa viSestrukim metastazama i ima najlo$iju prognozu u odnosu na ranije stadije

bolesti.



Tablica 1. Opis TNM parametara na temelju osmog izdanja TNM klasifikacije iz 2017. godine.
Preuzeto i prilagodeno iz: Detterbeck, F.C.; Boffa, D.J.; Kim, AW.; Tanoue, L.T. The Eighth Edition Lung Cancer
Stage Classification. Chest 2017, 151, 193-203 [20].

T (primarni tumor)

T0 Bez prisutnosti primarnog tumora

Tis Tumor in situ

T1
Timi Minimalno invazivni adenokarcinom
Tla Tumor £ 1 cm
Tib Tumor >1cm, ali<2 cm
Tic Tumor >2cm, ali<3 cm
T2

T2a Tumor >3 cm, ali<4 cm
T2b Tumor >4 cm, ali<5 cm

13 Tumor > 5 cm, ali £ 7 cm ili tumor koji se prosirio u podruéje perikarda, ili limfne évorove istok pluénog reznja

N (regionalni limfni évorovi)

NO Tumor ne zahvaca regionalne limfne évorove

N1 Tumor zahvaca ispilateralne ili hilarne limfne ¢vorove

N2 Tumor zahvacdaipsilateralne ili subkarinalne limfne évorove

N3 Tumor zahvaca kontralateralne, hilarne ili supraklavikularne limfne évorove

M (udaljene metastaze)
Mo Bez metastaza
Mia Maligna pleuralna ili perikardijalna efuzija; pleuralna ili perikardijalni ili odvojeni tumorski noduli u kontralateralni
rezanj
M1lb Jedna metastaza izvan torakalnog podrucja
Mic Vi$e metastaza izvan torakalnog podruéja

Tablica 2. Odredivanje stadija tumora plu¢a prema TNM parametrima. Preuzeto i prilagodeno iz

Detterbeck, F.C.; Boffa, D.J.; Kim, AW.; Tanoue, L.T. The Eighth Edition Lung Cancer Stage Classification. Chest
2017, 151, 193-203: [20]

T/M Podkategorija NO N1 N2 N3
T1 | Tla A1 1B 1A
' T1b 1A2 1B 1A
Tlc 1A3 1B I1IA :
1) T2a 3 1B I1IA 3
‘ T2b 1A 11B 1A 3
T3 T3 1B 11IA 3
T4 T4 I1IA 11IA 3
M1 | Mla A A
MI1b
Mlc




1.5. Etiologija i patofiziologija tumora pluca

Tumor pluca je kompleksna bolest i na njegov nastanak i progresiju utjecu brojni faktori,
od genetske podloge pojedinca do utjecaja okolisa u kojem pojedinac zivi. Tumor pluéa razvija se
u nekoliko koraka koji podrazumijevaju patoloske promjene na epitelnim stanicama pluca
uzrokovane nakupljanjem genetskih i epigenetskih promjena [20].

Studije su pokazale da epitelne stanice koje oblazu respiratorni trakt, pod utjecajem rizi¢nih
¢imbenika, poput pusenja, nakupljaju brojne molekularne promjene koje uzrokuju nastajanje
tumora. Pluéni epitel pritom prolazi kroz nekoliko faza morfoloskih promjena nazvanih
hiperplazija, metaplazija, displazija i karcinom in situ. Daljnjom proliferacijom transformiranog
epitela, premaligne lezije mogu prijeci u invazivni karcinom [21].

Tumor pluca dijeli glavna obiljeZja sa drugim solidnim tumorima. Karakteriziraju ga
poveéana proliferacija tumorskih stanica, izbjegavanje supresora rasta, induciranje procesa
angiogeneze, izbjegavanje apoptoze, deregulacija stani¢ne energije, Sto je ¢esto praéeno upalom
koja potic¢e daljnji rast tumora, kao i mnogobrojnim akumuliranim mutacijama u tumorskim
stanicama [22]. Bioloske karakteristike tumora pluca sazete su u Tablici 3.

Pocetkom dvadesetog stolje¢a tumor pluca je bio rijetka bolest. Primjerice, 1912. godine
Adler I. opisao je 374 slucajeva primarnog tumora pluca prilikom autopsije pacijenata iz SAD-a i
zapadne Europe, §to odgovara 0,5 % udjelu tumora pluéa u odnosu na ostale maligne bolesti [1].
Porastom broja aktivnih pusaca, kao i porastom broja popusenih cigareta po osobi, primijecena je
i veca incidencija tumora pluca. 1964. Zavod za javno zdravstvo SAD-a izvijestio je o $tetnim
utjecajima pusenja na zdravlje i zaklju¢io da je puSenje povezano sa povecanjem broja smrti i do
70 % kod muskaraca pusaca i da pusenje predstavlja rizi¢ni faktor za nastanak tumora pluca [23].
Mehanizmi tumorigeneze uzrokovane puSenjem ukljucuju formaciju DNA adukata i njihovih
metabolita, kao i oStecenja nastala djelovanjem slobodnih radikala [24], stoga pusaci imaju 10-30
puta vece Sanse za razvoj tumora pluca u odnosu na nepusace [25]. Osim puSenja, rizi¢ni ¢imbenici
koji se povezuju sa nastankom tumora pluca su i dugotrajna izloZenost jako zagadenom zraku,
izloZenost radioaktivnom zraCenju, kao 1 profesionalna izlozenost karcinogenima azbestu, kromu

ili niklu [26].
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Tablica 3. Bioloske karakteristike tumora pluca. Preuzeto i prilagodeno iz: Chalela, R.; Curull, V.; Enriquez,

C.; Pijuan, L.; Bellosillo, B.; Gea, J. Lung adenocarcinoma: from molecular basis to genome-guided therapy and
immunotherapy. J. Thorac. Dis. 2017, 9, 2142-2158, do0i:10.21037/JTD.2017.06.20. [22]

Karakteristika
Proliferacija stanica

Izbjegavanje supresora
rasta

Poticanje angiogeneze

Replikacijska besmrtnost

Izbjegavanje stanicne
smrti

Invazija i metastaziranje

Izbjegavanje
imunoloskog odgovora

Deregulacija stani¢ne
energije

Zdrave stanice

Dioba stanice pocinje lu¢enjem
proliferacijskih signala (prema
potrebi)

Supresori rasta inhibiraju neZeljenu
proliferaciju stanica

Luéenje VEGF-a po potrebi

Limitirana replikacija zbog
progresivnog gubitka telomeraza
svakom stani¢nom diobom

Programirana stanicna smrt
(apoptoza) i nekroza uklanjaju stanice
sa ostecenjem DNA

QOrganizirani rast sa granicama
diferencijacije

T limfociti detektiraju abnormalne
stanice pomocu povrsinskih markera i
unistavajuih

Kisik iz krvotoka koristi se za
iskoristavanje energije iz glukoze

Tumorske stanice

Proliferacijski signali konstantno
aktivni

Inhibicija supresora rasta sto
omogucava daljnji rast tumora

Pojacano lu¢enje VEGF-a zbog
vece potrebe za nutrijentima

Neogranitena replikacija
omogucena luCenjem
telomeraze koja omogucava
replikaciju telomera

Izbjegavanje apoptoze, pojacana
proliferacija, progresija tumora i
rezistencija na terapiju

Tumor je prosao tkivne barijere i
moze se Siriti na druge organe ili
vaskularno i limfaticko tkivo

Imunoloski odgovor izbjegava se
na razli¢ite nacine, uglavnom
smanjenom ekspresijom
povrsinskih markera

Zbog neogranicenog rasta trosi
se puno energije. Javlja se
anaerobni metabolizam glukoze

LijeCenje
EGFR inhibitori
Inhibitori ciklin-

ovisnih kinaza

Inhibitori VEGF
signalnog puta

Inhibitori telomera
Lijekovi koji imitiraju
pro-apoptotski BH3
Inhibitori HGF/ c-MET

Imunoterapija

Inhibitori aerobne
glikolize

Iako se vise od 80 % slucajeva tumora pluca dijagnosticira kod pusaca [25], oko 20 %
pusaca zaista 1 razvije tumor plu¢a. Ova varijabilnost u razvoju tumora pluca kod puSaca ukazuje
da na razvoj tumora pluca utjecu i ostali rizi¢ni ¢imbenici kojima su pojedinci izloZeni.

Genetska predispozicija takoder ima ulogu u patogenezi tumora pluc¢a. U zadnjih
dvadesetak godina asocijacijske analize povezale su oko tisu¢u gena sa genetiCkom
predispozicijom za razvoj tumora pluca. Primjerice, cjelogenomska analiza povezanosti (engl.
Genome-wide association study, GWAS) pronasla je povezanost rijetkih nasljednih varijanti
BRCA2 i CHEK2 gena sa nastankom tumora plu¢a skvamoznih stanica [27]. Druge GWAS i
genotipizacijske studije pronasle su povezanost gena RNASET2, SECISBP2L, NRG1, CHRNAZ2,
OFBC1, RTEL1 [28], ARID1B i REL [29] sa razvojem tumora pluca, sugeriraju¢i da je
tumorigeneza pluca povezana sa modifikacijama kromatina, upalom i restrukturiranjem tumorskog

mikrookoliSa.
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Osim akutnih upalnih bolesti plu¢a, poput upale pluca ili tuberkuloze [30], i kroni¢ne
bolesti na plu¢ima se povezuju sa povecanim rizikom od razvoja tumora. Primjerice, Kroni¢na
opstruktivna bolest plu¢a (KOPB) [31] i intersticijska pluéna fibroza (IPF) [32] se najcesce
povezuju sa rizikom od nastanka tumora pluca, u usporedbi sa ostalim pluénim bolestima.

Navedene spoznaje ukazuju na vaznu ulogu molekularnih mehanizama u nastanku tumora
pluc¢a. Dosadasnja istrazivanja takoder ukazuju na potencijalnu vaznost gena koji sudjeluju u
regulaciji stani¢nog ciklusa, proliferaciji, popravku oSteCene DNA u stanici, kao i regulaciji
upalnog odgovora i apoptozi u tumorigenezi plu¢a [16]. Medutim, potrebna su dodatna istrazivanja
koja ¢e identificirani klju¢ne gene za nastanak tumora pluca.

Obzirom da je tumorigeneza pluca, barem djelomi¢no, odredena genetikom pojedinca,
osobe sa obiteljskom anamnezom tumora pluca ili odredenog genetskog profila, pripadaju rizi¢noj
skupini za razvoj tumora pluéa. Ukljucivanje pojedinaca iz rizi¢ne skupine, kao i pusaca, u
screening programe za ranu detekciju tumora pluca, moze dovesti do smanjenja smrtnosti

uzrokovane ovom bolesti.
1.6. Dijagnostika tumora pluéa

Inicijalna evaluacija pacijenata kod kojih postoji sumnja na tumor pluca, najcesce se radi
pomocu rendgena pluca, racunalne tomografije (PET) ili pozitronske emisijske tomografije (PET-
CT). Rendgenska snimka moze detektirati sumnjive tvorevine na plué¢ima, ali nije dovoljna za
sigurnu dijagnozu tumora pluéa. Takoder, ima znac¢ajno visoku stopu lazno negativnih nalaza, sa
snimke viSe organa ¢ime se dobiva Sira slika o lokalizaciji i opsegu proSirenosti tumora [33].
Niskodozni CT (LDCT) takoder moze imati ulogu u ranom otkrivanju tumora pluéa u riziénim
skupinama.

Obzirom da pristup lijeCenju ovisi o tipu tumora pluca, potrebna je to¢na identifikacija
histoloskog podtipa tumora. Generalna diferencijacija izmedu podtipova bazira se na
prepoznavanju morfoloskih obiljezja tumorskog tkiva, zbog cega je potrebno prikupiti dio
tumorskog tkiva iz pacijenta. U svrhu dijagnostickih postupaka tkivo plu¢a moze se prikupiti
bronhoskopijom, citoloSkom punkcijom, torakoskopijom ili biopsijom. Za diferencijaciju na
temelju morfoloskih obiljezja tumora, prikupljeni rezovi tumorskog tkiva boje se kombinacijom

hematoksilina i eozina. Medutim, morfoloSka obiljeZja ponekad nisu dovoljna za pouzdanu
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klasifikaciju tumora pluca kod pacijenta. To je najvisSe izrazeno na primjeru slabo diferenciranih
tumora ili u slu¢ajevima kada tumor nema specificna morfoloska ili fenotipska obiljezja [34]. Stoga
se preporucuje upotreba imunohistokemijske i imunocitokemijske metode klasifikacije koje koriste
protutijela koja se specificno vezu na epitope stanica u uzorku. Primjerice TTF-1 i Napsin A
markeri su za identifikaciju adenokarcinoma, dok se za tumor plu¢a skvamoznih stanica
preporucuje koristenje protutijela za p40 [14].

Ciljana terapija pripisuje se ukoliko je u tumorskom tkivu detektirana neka od poznatih
pokretackih mutacija pomo¢u metoda molekularne biologije. Neke od metoda koje se koriste u
dijagnosticke svrhe su PCR (engl. polymerase chain reaction), NGS (engl. next generation
sequencing), FISH (engl. fluorescence in situ hybridization) i RT-PCR (engl. reverse transcription-

PCR). Odabir metode ovisi 0 mutacijama koje se zele ispitati [35].
1.7. Lijecenje tumora pluéa

Uspjesno lijecenje tumora pluéa ovisi o nekoliko vaznih ¢imbenika: stadiju bolesti u
trenutku dijagnoze, histoloSkom tipu tumora pluéa i molekularnim karakteristikama tumora.
Najbolje Sanse za oporavak imaju pacijenti kojima je tumor dijagnosticiran u ranom stadiju, kada
je jo$ lokaliziran. U takvim slu€ajevima lijeCenje podrazumijeva uklanjanje tumorske mase
operacijom, koja moze biti pracena radioterapijom. LijeCenje lokalno uznapredovalog tumora
pluéa koji zahvaca obliznje limfne ¢vorove, takoder ukljucuje ili samostalno uklanjanje tumora
operacijom ili kombinaciju operacije i neoadjuvantne kemoterapije. Za lijeCenje ne-operabilnih
tumora pluca stadija III, moguca je 1 primjena imunoterapije. Za lijeCenje metastatske bolesti,
moguca je primjena sistemske kemoterapije bazirane na platini, kao i primjena ciljane terapije ili
imunoterapije [36].

U prvoj polovici dvadesetog stoljeCa dostupni oblici lijeCenja tumora pluca nisu bili
efikasni i uglavnom se pacijentima nudila samo palijativna njega. Kako su operacije postajale
sigurnije za pacijenta, postale su jedan od glavnih vrsta lijeCenja tumora pluca, zajedno sa
radioterapijom [37]. Sedamdesetih godina dvadesetog stoljeca u lijeCenju tumora pluca pocela je
primjena prvih kemoterapeutika, poput metotreksata i doksorubicina, ali je klinic¢ki utjecaj na tijek
bolesti bio skroman [38]. Pojava kemoterapije zasnovane na platini u osamdesetim i devedesetim
godinama dvadesetog stoljeca, poput taksana, vinorelbina i gemcitabina, dovela je do znacajnog

povecanja stope prezivljenja pacijenata U odnosu na palijativnu njegu [39] i na ranije
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kemoterapeutike [40]. Posljednjih desetak godina ciljana terapija ili imunoterapija postaje sve
¢eSce primarni nacin lijecenja, ukoliko su pacijenti kandidati za navedene terapije.

Imunoterapija se bazira na upotrebi protutijela koji blokiraju vezanje imunosupresivnih
receptora ili liganada tumorskih stanica na T limfocite, Cime se povecava citotoksi¢na aktivnost T
limfocita. U klinickoj primjeni za lije¢enje tumora pluca koriste se inhibitori kontrolnih to¢aka PD-
1 (engl. Programmed cell Death protein) i PD-L1 (engl. Programmed Death-Ligand 1), dok se
inhibitori CTLA-4 (engl. Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated protein 4) rijetko koriste [16]. PD-
1 je receptor dominantno eksprimiran na aktiviranim citotoksi¢nim T limfocitima, dok se PD-L1
konstitutivno eksprimira na povrSini makrofaga, antigen-prezentiraju¢ih stanicama, B i T
limfocitima. Mehanizam supresije imunolo$kog odgovora do kojeg dolazi vezanjem PD-L1
liganda na PD-1 receptor bitan je u prevenciji autoimune reakcije organizma tijekom upale [41].
Medutim, ovaj mehanizam koriste i tumorske stanice koje ekspresijom PD-L1 liganda na svojoj
povrsini i njegovim vezanjem na PD-1 receptor na citotoksi¢nim T limfocitima izbjegavaju
imunoloski odgovor organizma [42]. lako je primjena imunoterapije dovela do znacajnog
produljenja vremena bez progresije bolesti i prezivljenja pacijenata u odnosu na kemoterapiju [43],
joS uvijek nije u potpunosti razjasnjeno koji pacijenti su najbolji kandidati za ovu vrstu lijecenja.

Ciljana terapija bazirana je na upotrebi lijekova koji inhibiraju djelovanje prekomjerno
aktiviranih stani¢nih puteva u tumorskim stanicama uzrokovano raznim mutacijama. Obzirom da
mutacije u tumorskim stanicama naj¢es¢e nastaju u genima koji direktno ili indirektno kontroliraju
stani¢nu proliferaciju, primjenom ciljane terapije nekontrolirana stani¢na proliferacija se inhibira
te se na taj nacin sprjecava daljnji rast tumora. Do sada je poznato mnogo pokretackih mutacija u
tumoru pluca te postoji sve veci spektar lijekova koji su dostupni pacijentima koji imaju neku od
mutacija [16]. U Tablici 4. saZete su naj¢eSée mutacije za koje su dostupni lijekovi. Prema
smjernicama nekoliko organizacija za istrazivanje tumora pluca preporuca se rutinsko testiranje
svih uznapredovalih tumora plu¢a koji imaju komponentu adenokarcinoma na mutacije u EGFR,
ALK ili ROST1 genu. Ukoliko je moguce testiranje vise gena simultano, uz navedene preporuca se
1 testiranje mutacija u RET, MET, Her2, KRAS i BRAF genu. Takoder, preporucuje se
molekularno testiranje za pacijente mlade od pedeset godina oboljele od tumora plué¢a skvamoznih

stanica, kao i testiranje nepusaca [44—46].
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Tablica 4. Naj¢esce mutacije tumora pluca za koje je dostupna ciljana terapija. Preuzeto i prilagodeno

iz: Suti¢, M.; Vukié, A.; Baranasi¢, J.; Forsti, A.; Dzubur, F.; Samarzija, M.; Jakopovi¢, M.; Br¢i¢, L.; Knezevi¢, J.

Diagnostic, Predictive, and Prognostic Biomarkers in Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC) Management. J. Pers.
Med. 2021, 11, 1102, d0i:10.3390/JPM11111102 [16]

Biomarker

EGFR

EGFR
EGFR

ALK

ROS1

BRAF
NTRK1/2/3
MET

RET

Promjena

Delecija eksona 19

Ekson 21 (L858R)
supstitucija

T790M
L861Q, G719X, S768I

Promjene u ALK genu

Promjene u ROS1 genu

V600E mutacija
Fuzije gena
Preskakanje eksona 14

Promjene u RET genu

Ciljana terapija

Erlotinib

Gefitinib

Afatinib
Osimertinib
Dacomitinib

Erlotinib + ramucirumab

Osimertinib

Afatinib

Crizotinib
Ceritinib
Alectinib
Brigatinib
Lorlatinib

Crizotinib
Entrectinib
Ceritinib
Dabrafenib + Trametinib

Larotrectinib
Entrctinib
Capmatinib
Tepotinib
Selpercatinib
Pralsetinib

Godina FDA
odobrenja

2013
2015
2013
2018
2018
2020

2015
2018

2011
2014 /2017
2017
2017
2018

2016
2019
2019

2017

2018
2019
2020
2021
2020
2020

Godina EMA
odobrenja

2011
2009
2013
2018
2019

2016

2012 /2015
2015/2017
2017
2018 /2020
2019

2016

2017

2019
2020

lako je primjena imunoterapije i ciljane terapije dovela do boljeg preZivljenja za dio

pacijenata, za veéinu pacijenata nije primjenjiva. Razlog tome je $to je veéina pacijenata negativna

na mutacije u EGFR i ALK genima [47], dok su samo treéina pacijenata kandidati za primjenu

imunoterapije. Pacijenti koji nisu kandidati za navedene terapije i dalje se lije¢e kemoterapijom

baziranoj na platini u prvoj liniji lijecenja [16].
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1.8. Tumorski mikrookoli$§

Disni sustav je stalno izloZzen patogenima i Cesticama iz okoliSa koji potencijalno mogu
narusiti njegov integritet. U diSnom sustavu postoji nekoliko mehanizama zastite koji pokusavaju
sprijeciti $tetno djelovanje patogena i Cestica te ih eliminirati iz disnog sustava. Prvi mehanizam
zastite pluca od infekcije je sluz koja oblaze gornje diSne puteve a sadrzi mnoge antimikrobne
spojeve. Sluz lu¢e vrcaste stanice diSnog sustava (engl. goblet cells), a izbacuju je epitelne stanice
[48,49]. Epitelne stanice diSnog sustava takoder eksprimiraju receptore za prepoznavanje
molekularnih uzoraka povezanih sa patogenima (engl. Pathogen-associated molecular patherns,
PAMPs) ili ¢esticama iz okolisa (engl. Danger-associated molecular patherns, DAMPS), pomocu
kojih mogu modulirati i usmjeravati imunoloski odgovor [48]. Navedene receptore takoder
eksprimiraju i imunoloske stanice u plu¢ima, poput dendriti¢nih stanica, granulocita i alveolarnih
makrofaga [48,50]. Aktivacija navedenih receptora i nizvodnih signalnih puteva omoguéava brzo
regrutiranje drugih imunoloskih stanica u pluca, u svrhu efikasnog uklanjanja patogena. Limfociti,
poput CD8+ i CD4+ T limfocita, neutrofili i prirodnoubilacke NK stanice takoder su prisutni u
plu¢ima [51]. Najrasprostranjenija podskupina CD4+ T limfocita u plu¢ima su T pomocnicke
stanice tipa | (Thl) koje luce interferon-gama (IFN-y). T pomo¢nicke stanice tipa Il (Th2), koje
luce interleukin 4, i regulatorne T stanice (Treg), koje luce I1L-10, otkrivene su u niskim razinama
[48].

Odrzavanje homeostaze u pluénom tkivu je kompleksan posao u koji je ukljucen veliki broj
stanica, citokina i kemokina. Medutim, kada je homeostaza u plu¢ima narusena, kao kod upalnih
stanja poput primjerice kroni¢ne opstruktivne bolesti plu¢a (KOPB) [52], promijenjeni mikrookolis

pluca pokazuje znacajke koje mogu podrzati tumorigenezu.
1.8.1. Karakteristike tumorskog mikrookolisa

Tumorske stanice nisu izolirane u tijelu, ve¢ su u stalnoj interakciji sa stanicama u
okruzenju. Stanice koje se nalaze u okruzenju tumora nazivamo mikrookoliSem tumora (engl.
tumor microenvironment, TME)[53],[54]. TME ¢ine ekstracelularni matriks (engl. Extracellular
matrix, ECM), stromalne, vaskularne, endotelne stanice i stanice imunoloskog sustava. U TME
pluca, tumorske stanice mogu reprogramirati tumor-infiltriraju¢e stromalne stanice da doprinose

tumorigenezi [55],[56],[57]. U tumoru plu¢a nemalih stanica, stupanj infiltracije imunoloskih
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stanica u tumor ovisi o stadiju tumora [53],[54], $to ukazuje da TME pridonosi tumorigenezi pluc¢a
I da se moze Koristiti kao indikator prognoze bolesti u pacijentima [57].

Upala je ukljucena u sve faze tumorigeneze, od maligne transformacije i inicijacije tumora
do invazije tumora i metastaza. 2011. godine znanstvenici Hanahan i Weinberg, smatrajuéi da upala
moze promicati tumorigenezu, predlozili su promicanje upale tumora kao jednu od 10
karakteristika tumora [58], [57]. Iako mehanizam kojim upala poti¢e tumorigenezu nije u
potpunosti razjasnjen, pojavile su se dvije medusobno povezane hipoteze: jedna je unutarnji put
voden genetskim promjenama koje dovode do tumora i upale; drugi je vanjski put voden upalnim
stanjima koja povecavaju rizik od tumora [57]. Istrazivanja upalne komponente TME pokazala su
da intervencija u upalni TME moZe smanjiti razvoj tumora plu¢a kod Zivotinjskih modela 1
pacijenata s tumorom pluca [59,60],[57].

Tumorske stanice nastoje izbje¢i imunoloski nadzor 1 uniStenje kroz niz mehanizama. Na
temelju mehanizama imunoloske evazije, tijekom posljednjih desetlje¢a razvijen je i klinicki
primijenjen niz pristupa imunoterapiji. Za razliku od tradicionalne kemoterapije, imunoterapija
djeluje uglavnom kroz iskoristavanje imunoloskih stanica unutar ili izvan TME za posebno
prepoznavanje i napad na stanice tumora, Sto teoretski ¢ini da imunoterapijski pristup posjeduje

vecu specifi¢nost i manje nuspojave za pacijenta [61].
1.8.2. Imunoloske stanice u tumorskom mikrookoliSu

Dendriti¢ne stanice imaju sposobnost prezentiranja tumorskih antigena T limfocitima u
limfnim ¢vorovima, zbog ¢ega imaju vaznu ulogu u borbi protiv tumora [62]. Zrele dendriti¢ne
stanice eksprimiraju razne molekule koje stimuliraju aktivaciju T limfocita, dok rezidentne ne-
aktivirane dendriti¢ne stanice ne mogu stimulirati T limfocite. Dendriti¢ne stanice mogu pod
utjecajem tumora i1 tumorskog mikrookoliSa promijeniti protutumorski fenotip u tumor tolerantni
ili imunosupresivni fenotip. Primjerice, u tumoru plu¢a nemalih stanica dendriti¢ne stanice mogu
pojacano eksprimirati molekulu B7-H3 koja inhibira aktivaciju T limfocita [63],[57].
Imunosupresivna uloga dendritiénih stanica u tumorskom mikrookoliSu moze se ocitovati i
luCenjem transformirajuceg faktora rasta (TGF-B) koji potice diferencijaciju CD4+ limfocita u
regulatorne T limfocite (Treg) koji onda potiskuju proliferaciju T limfocita [64],[57].
Manipulacijom fenotipa dendriti¢nih stanica moze se utjecati na sastav i ulogu stanica u tumorskom

okruZenju Sto moZe dovesti do lokalnog 1 sistemskog protutumorskog odgovora. Primjerice, prva
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faza klinic¢kih ispitivanja na pacijentima oboljelim od tumora plu¢a pokazala je da intratumoralna
administracija adenoviralno transduciranih dendriti¢nih stanica sa poja¢anom ekspresijom CCL21
(engl. CC-chemokine ligand 21), dovodi do indukcije sistemskog imunoloskog odgovora na tumor-
specificne antigene, pojacanu infiltraciju tumora sa CD8+ T limfocitima i pojacane ekspresije PD-
L1 na tumorskim stanicama [65].

Tumoru pridruzeni makrofazi (engl. tumor-associated macrophages, TAM) ceste su
komponente imunoloskog infiltrata u tumoru plu¢a nemalih stanica [66]. Postoje dva fenotipa
TAM-ova, M1 fenotip koji je aktiviran klasi¢nim putem, podupire upalu i ima protutumorsko
djelovanje, dok je M2 fenotip aktiviran alternativnim putevima, podupire angiogenezu i
imunosupresivan mikrookoli§ [66],[67],[57]. Tumorske stanice mogu luciti neke signalne
molekule i interleukine kako bi regrutirale makrofage u tumorski mikrookoli§. Primjerice,
otkriveno je da je ekspresija faktora stimulacije kolonije 1 (CSF-1) i interleukina-6 (IL-6) u tumoru
pluc¢a nemalih stanica usko povezana s infiltracijom TAM-a u tumorsku stromu i napredovanjem
tumora pluca [68]. Regrutacija makrofaga u tumorski mikrookolis takoder moze biti posredovano
i luenjem citokina i kemokina IL-34, CCL2, CCL5 i CXCL4 iz tumorskih stanica [69].

Neutrofili su najzastupljenija vrsta imunoloskih stanica u tumoru plu¢a nemalih stanica
[54]. Neutrofili mogu izrazavati jedan od dva fenotipa: N1 ili N2. Neutrofili sa N1 fenotipom
pojacano izluéuju proupalne citokine i imaju protutumorsku ulogu. U ranim fazama razvoja tumora
N1 neutrofili prevladavaju, medutim kako tumor napreduje, pokazalo se da se N2 neutrofili
akumuliraju u korist N1 fenotipa. Mehanizam koji dovodi do ove promjene fenotipa nije u
potpunosti razjasnjen. N2 neutrofili pokazuju pojacanu ekspresiju MMP-9 i imaju pro-tumorigenu
ulogu [70]. Nakupljanjem N2 neutrofila u tumorski mikrookoli§ povecava se proliferacija
tumorskih stanica, angiogeneza i supresija protutumorskog imunoloskog odgovora [70].

Prirodnoubilacke stanice (engl. Natural killer cells, NK) imaju bithu ulogu u
protutumorskom odgovoru jer mogu izravno prepoznati tumorske antigene [71]. Odgovor NK
stanica u mikrookoliSu tumora posredovan je transformiraju¢im faktorom rasta (TGFB) koji
posreduje polarizaciju NK stanica prema proangiogenom fenotipu. NK stanice koje su izgubile
svoju protutumorsku sposobnost djelovanja karakterizira smanjena regulacija NK receptora,
smanjena degranulacija i gubitak ekspresije IFNy [72], [57].

Limfociti T koji infiltriraju tumore, posebice CD4+ i CD8+ T stanice, kao i njihovi

imunoregulacijski citokini, izvrSavaju kljuéne efektorske citotoksi¢ne funkcije u TME-u i
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posreduju u odgovoru na inhibiciju imunoloskih kontrolnih tocki [57]. Protutumorsko djelovanje
CDS8+ citotoksi¢nih T stanica posredovano je lu¢enjem IFNy, faktorom nekroze tumora (TNF) i
granzimom B [73]. Stanice Treg mogu izravno potisnuti protutumorsko djelovanje stanica CD8+
T [74]. Nadalje, trajna izloZenost antigenu moze dovesti do disfunkcije stanica T ili iscrpljenosti
koju karakterizira gubitak efektorskih i memorijskih funkcija [57]. Imunosupresivne stanice Treg
inducirane su regulacijom prostaglandina E2 (PGE2) u tumorskim stanicama posredovanom
ciklooksigenazom 2 (COX2). Smanjenje broja stanica Treg povezano je s povecanom ekspresijom
granzima A, granzima B, perforina i IFNy u limfocitima CD8+ T [74]. Stanice yo T igraju vaznu
ulogu u tumorigenezi i trenutno se istrazuju kao meta imunoterapije tumora. Stanice yd T imaju
dvojaku ulogu u tumorskom mikrookoliSu. Protumorigeno djelovanje ocituje se induciranjem
angiogeneze, poticanjem proizvodnje vaskularnog endotelnog faktora rasta, regrutiranjem
mijeloidnih supresorskih stanica i luc¢enjem citokina IL-4, IL-10 i TGF-B [75,76]. Njihovo
protutumorsko djelovanje ocituje se kroz sposobnost izravne citotoksi¢nosti (perforin/granzim,
TRAIL, FasL i ADCC putevi), promicanjem sazrijevanja dendriti¢kih stanica, induciranjem Th1l i
Th17 diferencijacije i aktiviranjem stanica CD8+ T i NK [75,77,78].

Limfociti B takoder mogu infiltrirati tumor. Limfociti B koji infiltriraju tumor, zajedno sa
stanicama CD4+ T, nalaze se unutar tercijarnih limfoidnih struktura (TLS), a te strukture koreliraju
s boljom prognozom [78]. Pokazalo se da limfociti B mogu predstaviti endogene tumorske antigene
limfocitima CD4+ T i promijeniti njihov fenotip in vitro. Aktivirane stanice B koje infiltriraju
tumor povezane su sa aktiviranim stanicama IFNy+CD4+ T, a iscrpljene stanice B koje infiltriraju
tumor povezane su sa imunosupresivnim stanicama Treg [79]. Ove studije sugeriraju da u TME,
sposobnost stanica B koje infiltriraju tumor da utje¢u na CD4+ TIL-e predstavlja potencijalni novi

terapeutski cilj u imunoterapiji NSCLC [57].
1.9. Profiliranje molekularnih karakteristika tumora plué¢a skvamoznih stanica

Razvoj 1 primjena naprednih visokoproto¢nih tehnologija u znanstvenim istraZivanjima,
poput sekvenciranja slijedeée generacije, doprinijeli su novim spoznajama o tumorU pluca.
Primjerice, identificirane su molekularne karakteristike adenokarcinoma pluca koje su dovele do
razvoja i primjene ciljane terapije u klinickom okruzenju [16].

Dosadasnja istrazivanja molekularnih karakteristika tumora plu¢a skvamoznih stanica

pokazala su da je ova vrsta tumora heterogenija nego na $to ukazuje podjela na temelju morfoloskih
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karakteristika. Takoder, novija istrazivanja ukazuju na potencijalno bitnu ulogu odredenih gena i
stani¢nih puteva u tumorigenezi Ove vrste tumora pluéa. Primjerice, komparativna istrazivanja
pokazala su da je 77 % promijenjeno eksprimiranih gena zajedni¢ko preinvazivnom i invazivnom
tumoru plu¢a skvamoznih stanica. Zajednicki geni povezani su sa odgovorom na oSte¢enje DNA,
metabolizmom DNA/RNA i upalom kao glavnim bioloskim karakteristikama. Navedeno ukazuje
da su promjene u regulaciji kontrolnih tocki stani¢nog ciklusa, promjene u odgovoru na ostec¢enje
DNA, kao i promjene u brojnim signalnim putevima, poput PI3K/Akt signalnog puta, dogadaji koji
se dogadaju u ranim fazama skvamozne tumorigeneze. Stoga bi promijenjena razina ekspresije
gena koji sudjeluju u regulaciji stanicnog ciklusa, poput PTTG1 gena, mogla biti indikator
skvamozne tumorigeneze [79]. Nadalje, poviSena razina ekspresije ciklina, ciklin-ovisnih kinaza,
gena iz E2F obitelji transkripcijskih faktorai MCM (engl. Minichromosome maintenance proteins)
gena ukazuje da su promjene u regulaciji stani¢nog ciklusa ovisne o Notch, Wnt i ErbB signalnim
putevima. Takoder, prekomjerna ekspresija poznatih onkogena, poput PIK3CA, MYC i RAD51,
moze ukazivati na poja¢anu agresivnost i metastatski potencijal tumora pluc¢a skvamoznih stanica,
u odnosu na adenokarcinom plu¢a [80]. Nadalje, pojacana ekspresija keratina, poput KRT5, KRT6,
KRT14 i KRT17, kao i gena PERP, TRIM29, GPC1, CELSR2, S100A2 i TUBAI1C je
karakteristi¢na za ovu vrstu tumora [81]. Smanjena ekspresija gena koji sudjeluju u regulaciji
imunoloskog odgovora i u odgovoru na transformirajuéi faktor rasta (TGF-p3) takoder je uoc¢ena u
tumoru pluca skvamoznih stanica [82]. Rezultati sekvenciranja eksoma ukazuju na veliku
opterecenost tumora pluc¢a skvamoznih stanica mutacijama, sa srednjom stopom od 8,1 mutacije
po megabazi. Ovako visoka stopa mutacija nije zabiljezena u drugim tumorima iz TCGA (engl.
The Cancer Genome Atlas) projekta. Primjerice, mutacije u TP53 genu uocene su u 81 % testiranih
uzoraka, a ¢este su i mutacije u NOTCH1, NOTCH 2, HLA-A, SOX2, TP63, ASCL4 i FOXP1
genima. CDKN2A gen, poznati tumor-supresor u tumoru plué¢a skvamoznih stanica, inaktiviran je
u 72 % uzoraka [11].

Profil genske ekspresije koriSten je u nekim istrazivanjima tumora pluca skvamoznih
stanica u svrhu identifikacije podtipova koji bi mogli sluziti kao faktor prognoze prezivljenja
pacijenata ili kao prediktivni faktor odgovora na terapiju. Primjerice, pomocu analize diferencijalne
ekspresije 1 analize obogacivanja setovima gena, identificirana su cCetiri podtipa skvamoznog
tumora pluca. Promijenjeno eksprimirani geni u identificiranom bazalnom podtipu imaju ulogu u

adheziji stanice, geni u klasi¢cnom podtipu povezuju se sa metabolizmom ksenobiotika, dok se geni
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u sekretornom podtipu povezuju sa prekomjernom ekspresijom imunosnih gena. Pacijenti ¢iji
tumori pokazuju karakteristike primitivnog podtipa, kojeg Kkarakteriziraju promijenjeno
eksprimirani geni koji sudjeluju u regulaciji proliferacije stanica, imaju ocekivanu najgoru
prognozu prezivljenja u odnosu na ostale podtipove [83]. Druga studija pokazala je da pripadnost
klasi¢nom, primitivhom, sekretornom ili bazalnom podtipu tumora plu¢a skvamoznih stanica moze
biti prediktivni faktor odgovora na terapiju [84].

Iz navedenih istrazivanja moze se zakljuciti da su tumori pluéa skvamoznih stanica
heterogena skupina tumora prema profilu genske ekspresije i optere¢enju mutacijama. Bolje
razumijevanje njihovih profila, moglo bi dovesti do personaliziranog pristupa lije¢enju, preciznijeg
predvidanja odgovora na terapiju i u konacnici boljeg ishoda lijecenja ove vrste tumora.

Osim potrebne bolje karakterizacije tumora pluca skvamoznih stanica na genskoj razini,
proucavanjem genskih promjena ili promjena ekspresije mRNA, potrebna je 1 bolja karakterizacija
na epigenetskoj razini kako bi bolje razumjeli tumorigenezu ovog tipa tumora pluc¢a. miRNA su
stabilne jednolan¢ane RNA molekule veli¢ine 20—25 nukleotida koje vezanjem na molekule
mRNA mogu mijenjati ekspresiju ciljne molekule na post-transkripcijskoj razini. Bioloska
aktivnost miRNA povezana je sa regulacijom mnogih vitalnih stani¢nih procesa kao Sto su stani¢ni
rast, apoptoza i regulacija upale [85]. Profil miRNA u tkivima tumora plu¢a, primjenom naprednih
tehnologija, poput sekvenciranja slijedec¢e generacije, slabo je istrazen. Dosadasnja istrazivanja
ukazuju da je miR-338 znacajno utiSana, dok je njezin ciljni gen, NKX2 gen, povezan sa
progresijom tumora pluca skvamoznih stanica [86]. Meta-analiza profila ekspresije miRNA u
tumorima pluca pokazala je da su najéesce prekomjerno eksprimirane miR-210, miR-203 i miR-
205, dok miR-126, miR-30a, miR-30d najcesce imaju negativno promijenjenu ekspresiju u odnosu
na zdravo tkivo [86]. Neke studije ukazuju i na povezanost profila ekspresije miRNA sa stadijima
i prognozom bolesti. Primjerice, Gallach S i suradnici pokazali su da je povecana ekspresija miR-
21-5p i miR-188-5p u tumoru plu¢a ne-malih stanica povezana s lo$ijom prognozom [87]. Ma J i
suradnici pronasli su povezanost povisene ekspresije miRNA-577, miRNA-183-3p i miRNA-944
sa uznapredovalim stadijima tumora plu¢a skvamoznih stanica. Takoder, pokazali su povezanost
ekspresije miR-944 sa povecanom zahvacenosc¢u limfnih ¢vorova ukazujuéi da bi miRNA-944
mogla biti prediktor procesa metastaziranja [88]. Drugim metodama, poput RT-gPCR ili
mikroeseja, prepoznala se potencijalna mogucénost koristenja odredenih miRNA u dijagnozi tumora

pluca iz tkivnih preparata [89] ili pomocu neinvazivne tekuce biopsije iz plazme i seruma [90].
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Rezultati objavljenih radova koji su se bavili analizom miRNA, primjenom standardnih metoda
molekularne medicine (RT-qPCR, mikroeseji), izolirane iz tkiva ili seruma/plazme upucuju na
zakljucak da miRNA posjeduje veliki potencijal u dijagnozi, predikciji odgovora na terapiju i
prognozu bolesti.

lako je bolja karakterizacija genskih i epigenetskih promjena bitna za bolje razumijevanje
procesa tumorigeneze, karakterizacija profila ekspresije proteina je takoder izuzetno vazna,
obzirom da su to klju¢ne izvr$ne molekule za funkciju stanice. Profiliranje tkiva spektrometrijom
masa, u odnosu na druge manje osjetljive metode, omogucuje osjetljivu identifikaciju velikog broja
proteina u uzorku. Primjerice, profiliranje proteoma primarnog tumorskog ksenografta ukazuje na
karakteristicnu ekspresiju 30 proteina u tumoru pluca skvamoznih stanica, poput poviSene
ekspresije fosfoglicerat-dehidrogenaze, citokeratina i ostalin komponenti epitelne barijere [91].
Takoder, prekomjerna ekspresija NFkBIE, EDF1, HMGA1 i LPXN proteina smatra se specificnom
za tumor plucéa skvamoznih stanica [92]. Proteomske analize takoder ukazuju da su modifikatori
kromatina, poput LSD1 i EZH2, potencijalno podlozni lijekovima u tumorima u kojima je SOX2
prekomjerno eksprimiran [93]. Nadalje, amplifikacija kromosomske regije 8p11-12 je Cesta u
etiologiji tumora plu¢a skvamoznih stanica. U ovoj regiji nalazi se i gen FGFR1 kojeg se smatralo
jednim od pokretaca tumorigeneze ove vrste tumora [94]. Medutim, novija proteomska istrazivanja
[93,95] wukazuju na onkogenu ulogu NSD3 proteina (engl. Histone-lysine N-
methyltransferase NSD3) u ovoj kromosomskoj regiji. Na mi§jem modelu tumora pluéa
skvamoznih stanica pokazano je da ukidanje ekspresije NSD3, ali ne i FGFR1 proteina, utjeée na
smanjenje tumorske mase i dulje prezivljenje miSeva [95]. Stewart PA i suradnici napravili su
integriranu analizu skvamoznog tumora plu¢a na razini genskih promjena, ekspresije mMRNA i
proteinskog profila. Rezultati tih analiza ukazali su na postojanje tri razli¢ita podtipa tumora pluca
skvamoznih stanica koji su se medusobno razlikovali u stupnju infiltracije imunoloskim stanicama,
promjenama u oksidacijsko-redukcijskim putevima te aktiviranim signalnim putevima. Prema
rezultatima ove studije moze se zakljuciti da bi pacijenti sa visim stupnjem infiltracije tumora
imunoloskim stanicama mogli imati koristi od imunoterapije [91].

Veliki izazov u lijjecenju malignih bolesti predstavlja Cinjenica da tumori vremenom
razvijaju otpornost na sve oblike lijecenja. Stoga su potrebna daljnja istrazivanja koja ¢e doprinijeti
boljoj molekularnoj karakterizaciji svih tumora, pa i tumora pluca. Pretpostavka je da bi

sveobuhvatna karakterizacija tumorskog mikrookolisa potencijalno dovela do identifikacije novih
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prediktivnih ili prognostickih biomarkera tumora plu¢a skvamoznih stanica ili identifikacije novih
meta za razvoj lijekova. Takoder, karakterizacija novih tkiva tumora i sistematizacija novih
podtipova prema molekularnim karakteristikama je od iznimnog znacaja za bolje razumijevanje

procesa tumorigeneze ove vrste tumora.
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2. CILJEVI | HIPOTEZA ISTRAZIVANJA
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2. CILJEVI | HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Op¢i cilj doktorske disertacije je priprema knjiznica za sekvenciranje mRNA i miRNA te
priprema uzoraka za spektrometriju masa u svrhu istrazivanja profila ekspresije mRNA/miRNA i
proteina u tumoru pluca skvamoznih stanica. Rezultati genske ekspresije validirati ¢e se
usporedbom s podacima dobivenim analizom pacijenata iz TCGA kohorte. Razumijevanje
molekularnih procesa u pozadini oboljenja omoguciti ¢e probir novih specificnih ekspresijskih

biljega.
Specificni ciljevi ovog istrazivanja su:

1. Analizom transkripcijskog profila odrediti gene koji su promijenjeno eksprimirani u tumorskom

i zdravom tkivu, dodijeliti im funkcionalne anotacije i odrediti signalne puteve u kojima sudjeluju.

2. Metodom GSVA procijeniti stupanj infiltracije imunoloskih stanica u tumorsko tkivo i odrediti

povezanost stupnja infiltracije s prezivljenjem pacijenata.

3. Primjenom metode spektrometrije masa, na razini pilot studije, odrediti ekspresijski profil
proteina u tumorskom i zdravom tkivu i usporediti dobivene rezultate s rezultatima ekspresije na
razini mRNA.

4. Analizom miRNA profila tumorskog i zdravog tkiva odrediti miRNA koje su promijenjeno
eksprimirane, identificirati ciljne gene miRNA sa promijenjenom ekspresijom i usporediti
dobivene rezultate s rezultatima ekspresije mRNA i proteina.

Hipoteza istrazivanja: Integrirana analiza diferencijalne ekspresije na transkripcijskoj, post-
transkripcijskoj i translacijskoj razini moze identificirati klju¢ne gene, genske produkte i molekule

miRNA kao potencijalne terapeutske mete tumora pluc¢a skvamoznih stanica
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3. MATERIJALI I METODE

5 slika, 4 tablice
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Plan istrazivanja

U ovom istrazivanju za potrebe profiliranja tumora pluc¢a skvamoznih stanica na transkripcijskoj,
post-transkripcijskoj i translacijskoj razini, koristili smo uzorke prikupljane u sklopu projekta IP-
06-2016/1441 ,,Geneticki i epigeneticki biomarkeri urodene imunosti u KOPB-u i karcinomu
plu¢a“. Prikupljanje uzoraka zapocelo je 2017. godine nakon odobrenja Etickog povjerenstva
KBC-a Zagreb. Istrazivanje je provedeno u Laboratoriju za naprednu genomiku Instituta Ruder
Boskovi¢, u suradnji sa Klinikom za plué¢ne bolesti Jordanovac KBC-a Zagreb, Klini¢ckim zavodom
za patologiju i citologiju KBC-a Zagreb i Zavodom za anatomiju, histologiju i patologiju Fakulteta
za dentalnu medicinu i zdravstvo Sveucilista u Osijeku. 1z prikupljenih uzoraka izolirana je ukupna
RNA bez/sa miRNA frakcijom koja je koriStena za pripremu knjiznica za sekvenciranje.
Pripremljene knjiznice sekvencirane su na Ilumina platformi u Macrogen-u, Koreja. Podaci
dobiveni sekvenciranjem obradeni su bioinformati¢kim metodama. Priprema i analiza uzoraka
spektrometrijom masa provedeno je u suradnji sa Laboratorijem za sistemsku biologiju i prijenos
signala iz Njemackog centra za istrazivanje raka (DKFZ) u Heidelbergu, Njemacka. Rezultati
spektrometrije masa takoder su obradeni bioinformatickim alatima. Konacno, preklopili smo
rezultate transkriptomike i proteomike sa rezultatima ekspresije miRNA. Shema plana istrazivanja

prikazana je na Slici 6.
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27



3.2. Ispitanici

Za potrebe ovog istrazivanja prikupljeno je dvadeset i tri uzoraka tkiva ispitanika s
dijagnozom tumora plu¢a skvamoznih stanica i Cetiri uzorka tkiva zdravih ispitanika. Ispitanici
ukljueni u ovo istrazivanje potpisali su informirani pristanak i evidentirani su pod Sifrom
poznatom samo glavnom istrazivacu ¢ime je zajamcéena anonimnost ispitanika. Uzorci ispitanika s
tumorom pluc¢a skvamoznih stanica prikupljeni su u Klini¢kom bolni¢kom centru Zagreb, u Klinici
za pluéne bolesti Jordanovac. Tumorska tkiva prikupljana su tijekom dijagnosticke obrade
ispitanika kirur§kom resekcijom, iz razdoblja 2013.-2019. godine. Rezovi tumorskih tkiva obojani
su hematoksilin-eozin kombinacijom boja te ih je pregledao patolog iz Zavoda za patologiju i
citologiju KBC-a Zagreb. Tkiva tumora su ukljuc¢ena u istrazivanje ukoliko su zadovoljila slijedece
kriterije: u uzorku je potvrdena prisutnost minimalno 60% tumorskih stanica, potvrdena je
dijagnoza tumora pluc¢a skvamoznih stanica i maksimalni postotak nekroze u tkivu ne prelazi 30%.
Uzorci zdravih ispitanika prikupljeni su u Zavodu za anatomiju, histologiju i patologiju Fakulteta
za dentalnu medicinu i zdravstvo, Sveuciliste u Osijeku. Tkiva zdravih ispitanika prikupljena su
tijekom patoloske resekcije zdravih pojedinaca koji su umrli iznenadnom smréu. Zdrava tkiva
pregledana su od strane klinickog patologa i ustanovljeno je da ispitanici u trenutku smrti nisu
oboljjevali od kroni¢nih respiratornih bolesti, upalnih bolesti plu¢a niti su pronadene maligne
promjene na pluénom tkivu ispitanika. Tumorska i zdrava tkiva su nakon uzimanja resekcijom
fiksirana formalinom i uklopljena u parafin (engl. Formalin fixed paraffin embedded, FFPE ) te
pohranjena na +4°C do analize. Takoder su prikupljeni klinicki podaci ispitanika sa dijagnozom
tumora plu¢a skvamoznih stanica, ukljucujuci informacije o pusenju, TNM stadiju, veli¢ini tumora
izrazenoj u centimetrima, kao i podaci o prezivljenju ispitanika.

Obzirom na relativno malenu eksperimentalnu kohortu ispitanika, u istrazivanje smo
ukljucili validacijsku kohortu sa ve¢im brojem ispitanika prikupljenih iz mrezno dostupnih
podataka. Mrezno dostupni rezultati sekvenciranja na mRNA razini porijeklom su iz razli¢itih
laboratorija 1 projekata te nije moguce direktno usporedivanje razina ekspresije gena izmedu
projekata. Stoga smo skinuli set podataka genske ekspresije koristenih u sklopu UCSC Toil RNA-
seq recompute compendium projekta [96] koriste¢i mrezno dostupnu UCSC Xena platformu. Cilj
navedenog projekta bio je re-procesuiranje rezultata RNA sekvenciranja (RNA-Seq) za oko 20 000
uzoraka analiziranih u sklopu tri razlicita projekta, kako bi se kreirali konzistentni rezultati

ekspresije gena kojima su raCunalno korigirani ucinci pripadnosti razli¢itim skupinama (engl.
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computational batch effects). U sklopu navedenog projekta koristen je Toil program koji
omogucava provedbu kompleksnih radnih zadataka u mreznom oblaku ili ra¢unalnom okruzenju
koji zahtjeva sofisticirane racunalne performanse za obradu petabitnih koli¢ina podataka (PB; 1
PB=1024 TB). Shema protokola koristenog za obradu ocitanih sekvenci prikazana je na Slici 1.
Tijekom projekta procesuirani su uzorci iz projekata TCGA (engl. The Cancer Genom Atlas),
TARGET (engl. Therapeutically Applicable Research to Generate Effective Treatments) i GTEX
(engl. Genotype—Tissue Expression).

TCGA projekt, zapocet 2006. godine suradnjom Nacionalnog instituta za rak (engl.
National Cancer Institute, NCI) i Nacionalnog instituta za istrazivanje humanog genoma (engl.
National Human Genome Research Institute, NHGRI) jedan je od najvecih i najpoznatijih projekata
genomske karakterizacije tumorskih tkiva. U sklopu projekta molekularno je okarakterizirano vise
od 20 000 uzoraka 33 vrste primarnih tumora, ukljucujuéi i tumor pluca skvamoznih stanica, 1
pripadnog ne-tumorskog tkiva. U sklopu GTEx projekta molekularno su okarakterizirana zdrava
tkiva oko 1000 pojedinaca sa 54 razlicitih dijelova tijela, $to ovaj projekt ¢ini jednim od najvecih

izvora podataka za ne-maligna tkiva.
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Slika 7. Shema protokola koji je koristen u sklopu UCSC Toil RNA-seq recompute compendium
projekta. Preuzeto i prilagodeno od Vivian J i suradnika [96].
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Obzirom da su podaci genske ekspresije dobiveni iz TARGET projekta povezani sa pedijatrijskim
malignim oboljenjima, ovaj set podataka uklonjen je iz validacijske kohorte. 1z TCGA seta
podataka skinuti su rezultati genske ekspresije za tumor plu¢a skvamoznih stanica. Kako bi
validacijska kohorta bila $to sli¢nija eksperimentalnoj kohorti, navedeni set podataka filtriran je
prema slijede¢im kriterijima: pacijenti trebaju biti pripadnici bijele rase; ne biti pripadnici
latinoameric¢kog etniciteta; u trenutku uzimanja uzorka tkiva pacijenti bi trebali biti bez propisane
terapije 1 mjesto biopsije ili resekcije trebaju biti pluca. Pacijenti sa dijagnozom viSe primarnih
tumora nisu ukljuéeni u validacijsku kohortu. Ispitanici iz GTEX projekta filtrirani su prema mjestu
uzimanja uzorka tkiva i u validacijsku kohortu su ukljuceni oni ispitanici kojima su kao mjesto
uzimanja istaknuta plu¢a. Sukladno navedenim Kriterijima u validacijsku kohortu je u konacnici
uklju¢eno ukupno 511 ispitanika, 223 ispitanika sa dijagnozom tumora pluc¢a skvamoznog
porijekla, porijeklom iz TCGA projekta, i 288 zdravih ispitanika, porijeklom iz GTEX projekta.
Set podataka koriSten za validaciju u ovom istrazivanju dostupan je na mreznoj Stranici
https://xenabrowser.net/datapages/?cohort=TCGA%20TARGET%20GTEx&removeHub=https%
3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443.

3.3. lzolacija RNA iz parafinskih kocki

U svrhu ispitivanja profila genske ekspresije i profila ekspresije miRNA u tkivima tumora
pluca skvamoznih stanica, izolirana je ukupna RNA iz rezova tkiva uklopljenih u parafin (FFPE).
Ukupna RNA bez miRNA frakcije izolirana je pomoc¢u komercijalno dostupnog kompleta
RNAEasy FFPE kit (Qiagen, SAD). Ukupna RNA sa miRNA frakcijom izolirana je pomocu
komercijalno dostupnog kita miRNeasy FFPE kit (Qiagen,SAD), prema uputi proizvodaca.
Protokol za izolaciju ukupne RNA je isti za oba kita, sa razlikom da je veli¢ina pora na kolonicama
za izolaciju ukupne RNA sa miRNA frakcijom manja u odnosu na izolaciju ukupne RNA bez
miRNA frakcije. Ukratko, parafinska kocka s uklopljenim tkivom tumora narezana je na ploske
debljine 10 pm. Dva reza tkiva su potom prebacena u 1,5 ml Eppendorf tubice i dodano im je 1 ml
ksilena u svrhu deparafinizacije tkiva. Rezovi tkiva su potom kratkotrajno (10 sekundi) vorteksirani
I centrifugirani 2 minute. Nakon uklanjanja supernatanta, rezovi su dodatno isprani od ksilena sa 1
ml 96 postotnog etanola i centrifugirani u trajanju 2 minute. Supernatant je u potpunosti uklonjen
te su uzorci inkubirani 10 minuta sa otvorenim tubicama na sobnoj temperaturi, kako bi eventualno

zaostali etanol u potpunosti ispario. Potom su uzorci inkubirani 15 minuta na 56°C u 150 pl pufera
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za lizu PKD i 10 pl proteinaze K, nakon ¢ega je odmah slijedila inkubacija na 80°C u trajanju 15
min. Ovaj korak inkubacije na 80°C u PKD puferu je kljucan jer djelomi¢no uklanja potencijalne
modifikacije nukleinskih kiselina prouzrokovanih fiksacijom tkiva formaldehidom. Uzorci su
potom ohladeni na ledu 3 minute i centrifugirani 15 minuta. Supernatant je potom prebacen u drugu
1,5 ml tubicu, i tretiran sa 26 pul DNaze u pripadaju¢em puferu tijekom 15 minuta na sobnoj
temperaturi. Kako bi se RNA vezala za kolonicu, u tubicu sa tretiranim rezovima tkiva dodano je
320 ul RBC pufera i 720 pl 96 postotnog etanola. Potom se uzorak prebacio na kolonicu 1
viSekratno isprao sa RPE puferom. Nakon posljednjeg ispiranja, RNA sa kolonice se isprala u 30
ul vode bez RNA-za i spustila sa eluatom u tubicu. Koraci centrifugiranja bez upotrebe kolonica
izvodeni su pri brzini rotacije od 20 000X g, dok su koraci centrifugiranja koji ukljucuju kolonice

izvodeni pri rotaciji od 10 000X g.

3.4. Provjera kvalitete izolirane RNA

Za provjeru koncentracije izolirane ukupne RNA iz rezova tkiva, sa ili bez miRNA frakcije,
koristen je Qubit 2.0 fluorometar i RNA BR (engl. broad range) kit (Thermo Fisher, SAD). Kitovi
za mjerenje koncentracije na Qubit uredaju u sebi sadrze fluorescentnu boju koja se specificno veze
za RNA i fluorescentni signal se emitira samo ako dode do vezanja boje na RNA. Koncentracija
se izraCunava usporedbom relativne fluorescencije RNA u uzorku i krivulje dobivene iz relativne
fluorescencije standarda poznate koncentracije. Uzorci su za potrebe mjerenja koncentracije
razrijedeni 200 puta u puferu sa bojom, inkubirani 2 minute na sobnoj temperaturi te im je
izmjerena koncentracija. Cistoéu izolirane RNA provijerili smo pomoéu NanoDrop uredaja koji UV
apsorbancijom odreduje koncentraciju nukleinskih kiselina, pomoc¢u omjera A260/280 nm, i
¢isto¢u uzorka, omjerom A260/230 nm. RNA ¢iji je omjer apsorbancije A260/230 iznosio oko 2
smatrana je ¢istom RNA, bez kontaminacije solima ili alkoholom.

Provjera integriteta RNA u uzorku kljucan je korak u pripremi knjiznica za sekvenciranje.
Kvalitetu izolirane ukupne RNA u uzorcima provjerili smo pomo¢u RNA Nano 6000 kita na
BioAnalyzer 2100 uredaju (Agilent, SAD). Princip rada BioAnalyzer uredaja temelji se na
razdvajanju i analizi RNA fragmenata kapilarnom elektroforezom. Cesto se prilikom pripreme
knjiznica za sekvenciranje kvaliteta RNA u uzorku procjenjuje pomocu RIN vrijednosti (engl. RNA
Integrity Number) izracunate pomoc¢u omjera 28S i 18S rRNA fluorescentnog signala. Medutim, u
FFPE uzorcima, gdje se ocekuje veci postotak fragmentirane RNA, u odnosu na RNA dobivenu iz

svjezih tkiva ili stanica, RIN vrijednost nije najprimjereniji odabir za izraZavanje kvalitete RNA.
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Za ovaj tip uzoraka primjerenije je kvalitetu izolirane RNA u uzorcima procijeniti na temelju
distribucije veli¢ine fragmenata. DV200 vrijednost predstavlja postotak RNA fragmenata duljih od
200 nukleotida 1 pokazuje visoki stupanj korelacije sa prinosom pripremljene knjiznice. Stoga Smo
se odluc¢ili kvalitetu RNA u uzorcima provjeriti pomoc¢u DV200 vrijednosti. Ukratko, u gel za
elektroforezu je dodana fluorescentna boja te se gel procistio na kolonicama centrifugiranjem kroz
10 minuta, kako bi se uklonili mogucéi zaostaci vec¢ih komadica gela. Gel (9ul) je potom nanijet na
BioAnalyzer ¢ipove zajedno sa uzorcima (1 pl) i markerom (5 ul). Uzorak poznatih veli¢ina
fragmenata RNA (engl. ladder) (1 pl) dodan je u posebnu jazicu. Uzorci su potom vorteksirani 1
minutu na 2400 rpm. Cipovi sa uzorcima odmah nakon pripreme su stavljeni na BioAnalyzer 2100
uredaj. Odabran je esej DV200 Nano RNA. Esej je uspjeSan ukoliko se na elektroferogramu
laddera mogu vidjeti 6 RNA pika i 1 pik markera, dobro razdvojenih. Sukladno preporukama kita
za pripremu knjiznice za transkriptomsku analizu, Samo uzorci sa DV200 vrijednostima ve¢im od
30% su ukljuceni u analizu.

Ukupnu RNA sa izoliranom miRNA frakcijom, nakon RNA Nano 6000 eseja sa DV200
postavkom, dodatno smo provjerili na BioAnalyzer 2100 uredaju pomoc¢u Small RNA kita (Agilent,
SAD). Obzirom da je izolirana ukupna RNA porijeklom iz FFPE rezova, kako se povecava
degradacija ukupne RNA, udio manjih fragmenata se povecava a duljih RNA molekula u uzorku
smanjuje. Ako je RNA u uzorku jako degradirana, moze do¢i do pogresne procjene koli¢ine
miRNA frakcije u uzorku. Zbog toga smo RNA sa miRNA frakcijom provjerili koriste¢i oba
navedena eseja. Small RNA esej, u odnosu na Nano RNA 6000 esej, omogucava bolje razdvajanje
malih RNA fragmenata duljine 6 do 150 nukleotida. Takoder, ovaj esej moze kvantificirati
apsolutne koli¢ine miRNA u uzorku, izraZzeno u pg/uL, ili kao relativni udio (%) malih RNA u
cijelom uzorku. Princip protokola za pripremu Small RNA eseja istovjetan je pripremi gore

opisanog RNA 6000 Nano eseja.
3.5. Priprema knjiZnica za sekvenciranje

Uzorci u kojima je pokazano da izolirana ukupna RNA nije previse fragmentirana, sukladno
dobivenim DV200 vrijednostima, koristeni su za pripremu knjiznica za sekvenciranje. RNA bez
miRNA frakcije koriStena je za izradu knjiznice za sekvenciranje transkriptoma (engl. RNA-Seq)
sa TruSeq RNA Exome kitom (lllumina, SAD). Ovaj kit bazira se na principu obogacivanja

kodirajué¢ih regija pomo¢u PCR reakcije (engl. Polymerase chain reaction), i prikladniji je za
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pripremu knjiznica iz FFPE uzoraka. Knjiznice koje koriste oligo-dT magnete za obogacivanje
MRNA frakcije manje su prikladne za FFPE uzorke jer oligo-dT magneti hvataju polyA repove
MRNA a oni mogu biti fragmentirani u ovoj vrsti uzoraka, ¢ime moze doc¢i do utjecanja na rezultate
sekvencioniranja.

Knjiznice za sekvenciranje transkriptoma su pripremljene za 23 tumorska uzorka i 3 zdrave
kontrole. Za pripremu knjiznice koristeno je 20-100 ng ukupne RNA, ovisno o DV200
vrijednostima (Tablica 5). Manje fragmentirani uzorci imaju ve¢u DV200 vrijednost i za njih je
koriStena manja koli¢ina startne RNA (20 ng), dok je za uzorke sa jaCe fragmentiranom RNA i
nizim DV200 vrijednostima (30-40%) koriStena najveca koli¢ina startne RNA (100 ng), sukladno

preporukama proizvodaca.

Tablica 5. Prikaz koli¢ine ukupne RNA koriStene za pripremu knjiznice TruSeq RNA Exome

kitom
) . Koli¢ina RNA koristene za
Kvaliteta RNA DV200 vrijednost ' L
pripremu knjiznice
Ocuvana RNA >70 % 20 ng
Blago degradirana RNA 50-70 % 40 ng
Jae degradirana RNA 30-50 % 60-100 ng
Previse degradirana RNA <30 % Uzoreci iskljuceni iz studije

Prema uputama proizvodaca, prvi korak protokola (fragmentacija RNA) je preskocen,
obzirom da je RNA izolirana iz FFPE uzoraka i pokazuje znakove degradacije. lzolirana ukupna
RNA prvo je prevedena u jednolancanu cDNA pomocu nasumic¢nih heksamera 1 SuperScript Il
reverzne transkriptaze. Zatim slijedi uklanjanje RNA predloska (engl. template) i sinteza
zamjenskog lanca. U ovom koraku se umjesto dTTP-a (deoksitimidin-trifosfat) za sintezu drugog
lanca ¢cDNA koristi uridin. Inkorporacija uridina sprjeava sintezu drugog lanca tijekom
amplifikacije knjiZznice. Dvolan¢ana cDNA se iz reakcijske smjese uklanja pomoc¢u magnetskih
perli. Obzirom da dvolan¢ana ¢cDNA ima tupe krajeve, dodaje joj se jedan adenozin na 3' kraju u
svrhu sprjecavanja ligacije fragmenata cDNA tijekom ligacije adaptera, a komplementarni timidin
na 3' kraju adaptera omogucava ligaciju fragmenta cDNA sa adenozinom na adapter. Slijedeci
korak je obogacivanje DNA fragmenata pomoc¢u PCR reakcije. U ovom koraku umnazaju se samo

oni DNA fragmenti koji imaju ligirane adaptere, uz pomo¢ pocetnica koje prijanjaju na adaptere.
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Nakon PCR reakcije, knjiznice su provjerene na BioAnalyzer 2100 uredaju uz pomo¢ DNA High
Sensitivity eseja, prema ranije opisanom principu. Uspjesno pripremljenim knjiznicama su potom
dodane probe za hibridizaciju na kodirajuce regije. TruSeq RNA Exome enrichment kit ukljucuje
vise od 425,000 biotiniliranih proba, a svaka proba je konstruirana prema NCBI37/hgl9

referentnom genomu, pokrivajuci 98,3% referentne kodirajuce regije (Tablica 6).

Tablica 6. Specifikacije TruSeq RNA Exome eseja koristenog za pripremu mRNA knjiznica

Specifikacije TruSeq RNA Exome eseja
Broj ciljnih gena 21 415
Broj ciljnih kodirajucih regija 214 126
Broj proba ukljucenih u esej 425 437
Postotak pokrivenosti referentnog transkriptoma 98.3 %

Magnetske perle sa vezanim streptavidinom su potom koristene za prikupljanje hibridiziranih probi
u uzorku. Nakon elucije obogacenih regija sa magnetskih perli, ponavlja se korak hibridizacije
proba na kodirajuce regije. Nakon drugog koraka hibridizacije, pripremljene obogacene knjiznice
se proc¢iséavaju pomoéu AMPure XP magnetskih perli, kako bi se uklonili zaostaci reagensa
koriStenith u prethodnom koraku. Nakon prociS¢avanja, pripremljene knjiZnice se amplificiraju
pomoc¢u PCR reakcije u 15 ciklusa te se ponovno pro¢iséavaju pomocu AMPure XP magnetskih
perli. Veli¢ina fragmenata pripremljenih knjiZnica provjerena je pomocu BioAnalyzer 2100
uredaja i DNA High Sensitivity Kita (Agilent, SAD). Knjiznice su potom razrijedene i sekvencirane
na HiSeq4000 platformi (Illumina, SAD).

Shema protokola za pripremu transkriptomske knjiznice prikazana je na Slici 8.
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Slika 8. Shema protokola za pripremu transkriptomske knjiznice. Preuzeto i prilagodeno iz: Document
# 1000000039582 v01, TruSeq RNA Exome Reference Guide, Illumina

RNA sa miRNA frakcijom koriStena je za izradu knjiznice pomocu TruSeq Small RNA kita
(Illumina, SAD). Na ukupno izoliranu RNA prvo se ligiraju adapteri, potom se RNA sa adapterima
prevodi u cDNA. Fragmenti u uzorku se potom razdvajaju na temelju veli¢ine na agaroznom gelu
elektroforezom. Fragmenti koji velicinom odgovaraju miRNA frakciji se izrezuju iz gela i
procis¢avaju na kolonicama. Knjiznice su pripremljene za 16 tumorskih uzoraka (za koje su
pripremljene i mRNA knjiZnice) 1 4 zdrave kontrole. Za pripremu knjiznice koriSten je 1 pg ukupne
RNA sa miRNA frakcijom i TruSeq Small RNA kit (Illumina, SAD), prema uputi proizvodaca.
Ukratko, prvo su adapteri ligirani na 3' i 5 krajeve fragmenata ukupne RNA u uzorku. Nakon
ligacije adaptera, ukupna RNA u uzorku prevedena je u cDNA pomoc¢u enzima SuperScript II 1
umnozena PCR-om (15 ciklusa) pomocu pocetnica koje se vezu na krajeve adaptera. Pripremljene
knjiznice nanesene su potom na 6% poliakrilamidni gel, zajedno sa fragmentima poznate veliCine
u posebnim jaZzicama. Fragmenti cDNA u uzorcima migriraju na temelju veli¢ine u polju struje od
145V tijekom 60 minuta. Potom je gel obojan etidij-bromidom (10ug/ml) u trajanju 2-3 minute i
vizualiziran na UV transluminatoru. Fragment duljine 147 nukleotida sadrzi miRNA frakciju, a
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nastao je iz RNA fragmenata duljine 22 nukleotida kojem su dodani adapteri. Fragment duljine 157
nukleotida sadrzi piwi RNA, neke miRNA vrste i ostale regulatorne male molekule, a nastao je iz
RNA fragmenata duljine 30 nukleotida kojem su dodani adapteri. Pomocu skalpela iz
poliakrilamidnog gela izrezan je dio ukupne RNA koji sadrzi miRNA frakciju, odnosno izrezani
su bendovi koji odgovaraju duljini fragmenta 140-160 nukleotida. DNA iz gela je potom eluirana
u 300 pl mgH20 tijekom dva sata uz laganu rotaciju (250 rpm). Potom je eluat procis¢en na
kolonicama veli¢ine pora Sum centrifugiranjem (1 minuta, 600 x g), kako bi se uklonili zaostaci
gela. U svrhu povecavanja koncentracije gotovim knjiznicama, DNA je precipitirana dodavanjem
natrijevog acetata (3M NaOAc) uz ispiranje peleta 100 % alkoholom etanolom. Gotove knjiznice
eluirane su u 10 pl 10 mM Tris-HC1 (pH 8.5). Veli¢ine pripremljenih knjiznica provjerene su
pomocu BioAnalyzer uredaja i DNA High Sensitivity kita na ranije opisani na¢in. Knjiznice su
sekvencirane na HiSeq2500 platformi (Illumina, SAD).

Shema protokola za pripremu miRNA knjiznice prikazana je na Slici 9.

Maguie zastavisnie

Moguie zmaiEnge

Slika 9. Shema protokola za pripremu miRNA knjiznice. Preuzeto i prilagodeno iz: Document #
15004197. TruSeq® Small RNA Library Prep Reference Guide, lllumina

3.6. Bioinformaticka obrada podataka RNA-Seq analize

Rezultati sekvenciranja transkriptoma su neobradene sekvence duljine 101 nukleotida. Prije
daljnje analize potrebno je provjeriti kvalitetu neobradenih sekvenci, kako bi se utvrdila kvaliteta
samog sekvenciranja. Nakon provjera kvalitete sekvenci, slijedi poravnavanje sekvenci na

referentni ljudski genom verzije GRCh38 i kvantifikacija genske ekspresije u uzorcima. U svrhu
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identifikacije gena ¢ija je razina promijenjena U tumorskim uzorcima, u odnosu na zdrave kontrole,
napravljena je analiza diferencijalne ekspresije gena. Uloga gena sa promijenjenom razinom
ekspresije je potom provjerena pomocu analize genske ontologije i analize obogacivanja setovima
gena. U svrhu boljeg razumijevanja medusobnih odnosa gena sa promijenjenom razinom ekspresije
u tumoru napravljena je analiza mreze proteinskih interakcija. Takoder, identificirani su
visokoumrezeni geni unutar konstruirane mreze te klasteri gena. Analiza ponderirane korelacijske
mreze kori$tena je u svrhu identifikacije klastera i kljuénih gena ¢ija se ekspresija povezuje sa
klinickim parametrima pacijenata. Takoder, ispitan je utjecaj gena sa promijenjenom razinom
ekspresije na sveukupno prezivljenje pacijenata. Pomo¢u metoda ESTIMATE i1 GSVA procijenjen
je stupanj infiltracije tumorskog tkiva sa imunoloskim stanicama te je ispitan njegov utjecaj na
prezivljenje pacijenata. Rezultati diferencijalne ekspresije validirani su na vecoj kohorti pacijenata

iz TCGA projekta.
3.6.1. Provjera kvalitete neobradenih sekvenci

U svrhu karakterizacije transkriptomskog profila tumora plu¢a skvamoznih stanica,
sekvencirali smo transkriptom tumorskih i zdravih uzoraka. Pripremljene knjiznice sekvencirane
su na zeljenoj dubini (100xX) pomoéu HiSeq4000 platforme (lllumina, SAD). Rezultati
sekvenciranja dobiveni su u .fastq formatu koji se koristi za daljnju obradu podataka. Obzirom da
ocitane sekvence nisu savrSene, za daljnje analize potrebno je procijeniti to¢nost o¢itanja svake
baze u sekvenci, odnosno kvalitetu ocitanih baza. Postoji nekoliko softverskih opcija za analizu
kvalitete ocCitanja sekvenci, ukljucuju¢i FastQC i FaQC. Nenormalnosti koje se uofe ovom
analizom mogu se ukloniti obrezivanjem dijela sekvenci ili oznaciti za poseban tretman tijekom
kasnijih postupaka.

U nasim analizama kvaliteta ocCitanih sekvenci provjerena je pomocu mreznog oblaka
BaseSpace Sequence Hub i aplikacije FASTQC (Illumina, SAD). Aplikacija FASTQC sastoji se od
nekoliko modula koji procjenjuju kvalitetu podataka i ukazuju na potencijalne probleme koje mogu
utjecati na daljnje analize. Kvaliteta oCitanih sekvenci se ispituje kako bi se osiguralo da su
dodijeljene baze u sekvenci o€itane sa visokom pouzdanoscu, da udio GC baza u sekvencama
odgovara ocekivanoj distribuciji, da motivi kratkog niza (engl. k-mers ) nisu previse zastupljeni i
da je stopa dupliciranih sekvenci prihvatljiva. Svakom modulu aplikacija dodjeljuje prolaznu

ocjenu ili upozorava na manja ili velika odstupanja od ocekivanih rezultata.
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Sazetak kvalitete sekvence po bazama prikazuje se pomo¢u BoxWhisker grafa za svaku
bazu u sekvenci. Kvaliteta oCitane sekvence izrazava se u Phred vrijednostima kvalitete, koji
oznacavaju vjerojatnost da je ocCitana baza u sekvenci zaista dobro ocitana. Primjerice, Phred
vrijednost kvalitete od 10 oznacava 90 % vjerojatnost da je oCitana baza dobro oc€itana, odnosno
predstavlja 10 % vjerojatnost da je uredaj za sekvenciranje bazu ocitao krivo. Veéa Phred
vrijednost kvalitete oznacava manju vjerojatnost da je baza krivo oc¢itana. Primjer sazetka kvalitete
sekvence po bazama prikazan je na Slici 10. Na y-osi grafa ozna¢ene su Phred vrijednosti kvalitete
oc¢itane sekvence. Crvena linija unutar zutog kvadrata oznaCava medijan vrijednosti kvalitete
oCitane sekvence, zuti kvadrati predstavljaju medu-kvartilni raspon (25-75 %) kvalitete, donje i
gornje horizontalne linije (engl. whiskers) predstavljaju 10 i 90 % ocitanih vrijednosti kvalitete, a
plava linija predstavlja srednju vrijednost kvalitete oCitane sekvence. Pozadina grafa dijeli y-os na
veoma dobre vrijednosti kvalitete (oznaceno zelenom bojom), prihvatljive vrijednosti kvalitete
(oznaceno narancastom bojom) i niske vrijednosti kvalitete ocitane sekvence (oznaceno rozom
bojom). Kvaliteta dodjeljivanja baza na veéini platformi za sekvenciranje, ukljucujuc¢i HiSeq4000
platformu, se smanjuje kako proces sekvenciranja traje i nije neobi¢no da vrijednost ocitanja

kvalitete opada na kraju o¢itane sekvence.

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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Slika 10. Primjer rezultata modula Sazetak kvalitete sekvence po bazama
Modul Sazetak vrijednosti kvalitete po o¢itanoj sekvenci provjerava postoje li sekvence
sa niskim vrijednostima kvalitete 1 koliko je njihov udio. Visoki udio sekvenci sa niskim
vrijednostima kvalitete mogu ukazivati na sistemski problem sa o€itavanjem sekvenci, a najcesce
se pojavljuje radi problema sa oc¢itavanjem sekvenci sa rubnog dijela proto¢ne Celije u uredaju za
sekvenciranje. Ukoliko je veéini ocitanih sekvenci srednja vrijednost kvalitete ispod 27, Sto

odgovara pogresci ocitanja od 0,2%, modul ¢e izdati upozorenje. Ukoliko je srednja vrijednost
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kvalitete za vec¢inu ocitanih sekvenci ispod 20, Sto odgovara pogresci ocitanja od 1%, FASTQC ¢e
smatrati da ovaj modul nije prosao ispit kvalitete.

Modul Provjera ocitanih sekvenci po bazama omogucava uvid u zastupljenost svake od
Cetiri baze u sekvenci. O¢ekivano je da su u knjiZnici sve baze u sekvenci zastupljene podjednako,
Sto bi na grafu bilo prikazano kao paralelne linije za svaku bazu. Knjiznice koje su pripremljene
pomoc¢u nasumic¢nih heksamera mogu na pocetku ocitane sekvence imati nasumicne sljedove,
najéeSc¢e u prvih desetak nukleotida. Ukoliko se na grafu primijeti prekomjerna zastupljenost neke
od baza, to moze ukazivati | na prekomjerno zastupljene sekvence u knjiznici koje su potencijalni
kontaminanti knjiznice. Ukoliko je razlika u zastupljenosti A (adenozin), T (timidin), G (gvanin)
ili C (citozin) baza veca od 20%, FASTQC ¢e smatrati da ovaj modul nije prosao ispit kvalitete.

Modul Udio GC baza u ocitanim sekvencama prikazuje zastupljenost GC baza u
sekvenci 1 usporeduje njihov udio sa normalnom distribucijom GC baza. U knjiznicama se ocekuje
relativno normalna distribucija GC baza, a centralni pik odgovara ukupnom udjelu GC baza u
referentnom genomu. Neuobicajeni pik moze ukazivati na kontaminaciju knjiznice. Ukoliko je
zbroj devijacija od normalne distribucije ve¢a u 30% ocitanih sekvenci, FASTQC ¢e smatrati da
ovaj modul nije prosao ispit kvalitete.

Modul Udio N o¢itanja u sekvenci ukazuje na postotak baza koje uredaj za sekvenciranje
nije mogao pouzdano odrediti. Svakoj bazi u sekvenci koju uredaj ne moze pouzdano odrediti,
oznaciti ¢e sa slovom N. Graf prikazuje postotak N o¢itanja na svakoj poziciji. Nije neuobiéajeno
vidjeti mali postotak N ocitanja, pogotovo na krajevima sekvence. Ukoliko je udio N ocitanja veci
od 20% na bilo kojoj poziciji u sekvenci, FASTQC ¢e smatrati da ovaj modul nije prosao ispit
kvalitete.

Modul Duplicirane sekvence: U knjiznicama ¢e se vecina sekvenci ocitati samo jednom.
Ukoliko je primije¢ena niska razina duplikacije to moze ukazivati na visoku zastupljenost ciljne
sekvence, ali visoka razina duplikacije je vjerojatnije posljedica obogacivanja knjiznice primjerice
PCR-om. Ovaj modul broji razinu duplikacije za sekvence u knjiznici i kreira graf koji pokazuje
broj sekvenci sa razli¢itim razinama duplikacije. U ovom modulu FASTQC analizira prvih 200
000 sekvenci kako bi se smanjila potro$nja memorije U analizi, ali to je dovoljno za procjenu razine
dupliciranih sekvenci u cijeloj knjiznici. Na grafu se prikazuje do 10 duplikata, ako za sekvence

postoji vise duplikata, biti ¢e prikazani kao da ih ima 10. Ako duplicirane sekvence predstavljaju
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viSe od 50% ukupnih sekvenci u knjiznici, FASTQC ¢e smatrati da ovaj modul nije proSao ispit
kvalitete.

Modul Prekomjerno zastupljene sekvence: ocekivano je da su sekvence u knjiznici
raznolike i da nema sekvenci koje su prekomjerno zastupljene u odnosu na ostale sekvence u
knjiznici. Prekomjerna zastupljenost neke sekvence moze znaciti da je sekvenca bioloski znacajna
ili pak ukazivati na kontaminaciju knjiznice. Prekomjerno zastupljenim sekvencama se smatraju
one sekvence ¢iji je udio veci od 0,1% ukupnog broja sekvenci. Modul ¢e za svaku prekomjerno
zastupljenu sekvencu traziti poklapanje sa sekvencama naj¢es¢ih kontaminanta. Poklapanja moraju
biti duljine minimalno 20 parova baza sa maksimalno jednim nepoklapanjem. Ukoliko je jedna

sekvenca zastupljena vise od 1% u odnosu na ostale sekvence, FASTQC ¢e smatrati da ovaj modul

nije prosao ispit kvalitete.
3.6.2. Poravnavanje neobradenih sekvenci na referentni genom GRCh38

Nakon provjere kvalitete, neobradene sekvence su poravnate na referentni genom covjeka.
Poravnavanje na referentni genom je napravljeno pomoc¢u mreznog oblaka BaseSpace i aplikacije
RNA-Seq Alignment (lllumina, SAD). RNA-Seq Alignment aplikacija, osim poravnavanja o€itanih
sekvenci na referentni genom covjeka, omogucava detekciju jako zastupljenih sekvenci (poput
mitohondrijske ili ribosomalne RNA), omogucava detekciju genskih varijanti i detekciju fuzija
gena. Za poravnavanje na referentni genom aplikacija koristi alat Spliced Transcripts Alignment to
a Reference (STAR); za detekciju mitohondrijske (mtRNA) i ribosomalne RNA (rRNA) Koristi
alat Bowtie, za detekciju genskih varijanti aplikacija koristi alat Strelka; za detekciju fuzija gena
koristi alat Manta dok za procjenu ekspresije gena i transkripata koristi alat Salmon. Prije samog
poravnavanja o¢itanih sekvenci na referentni genom, aplikacija koristi alat Bowtie za poravnavanje
ocitanih sekvenci na poznate sekvence mtRNA i rRNA. Sekvence koje su identificirane kao
mtRNA ili rRNA se filtriraju i ne poravnavaju na referentni genom. Kod analize paired-end
knjiznica Bowtie filtrira sve sekvence koje su pronadene na barem jednom lancu ocitane sekvence.
Alat STAR poravnava preostale ocitane sekvence na referentni genom u dva koraka: trazenjem Seed
sekvence i njihovim grupiranjem. U prvom koraku STAR traga za maksimalnim prefiksom koji se
moze poravnati (eng. Maximal Mappable Prefix- MMP). S obzirom na ocitanu sekvencu R, mjesto
Citanja i i referentnu sekvencu genoma G, MMP (R,i,G) je definiran kao najduzi podniz (Ri, Ri+

1, ..., RtMML- 1) koji odgovara to¢no jednom ili viSe podnizova G, gdje je MML maksimalna
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duljina koja se moze poravnati. Primjerice, u o¢itanoj sekvenci koja sadrzi jedno mjesto prekrajanja
I u kojoj nema nepodudarnosti sa referentnim genomom, STAR algoritam prvo pronalazi MMP
pocevsi od prve baze sekvence. Budu¢i da se ocitanje u ovom primjeru sastoji od mjesta
prekrajanja, ocitana sekvenca se ne moze poravnati uzastopno na genom, pa ¢e tako prvo seed
sekvenca biti poravnata na mjesto prekrajanja donatora. Zatim se MMP pretraga ponavlja za
neporavnati dio ocitanja, koji ¢e u ovom slu¢aju biti poravnati na mjesto spajanja akceptora. Mjesta
prekrajanja detektiraju se u jednom prolazu poravnhavanja. U drugoj fazi algoritma, STAR
poravnava cijele sekvence ¢itanjem i spajanjem svih seed sekvenci koje su bile poravnate na genom
u prvoj fazi [97].

RNA-Seq Alignment aplikacija osim mapiranja sekvenci na referentni genom, kvantificira
gene i transkripte pomocu alata Salmon. Alat prilikom kvantifikacije transkripata uzima u obzir
parametre koji su specifi¢ni za svaki uzorak, kao i potencijalne sistematske pogreske (engl. bias)
koje su specificne za RNA-Seq metodu, poput razlika u dubini ¢itanja sekvenci 0visno 0 poziciji,
bias na 5’ 1 3’ krajevima ocitane sekvence koji je specifi¢an za sekvencu, bias udjela GC baza u
fragmentima, bias koji nastaje zbog koristenja specifi¢nih protokola za pripremu knjiznice i bias u
distribuciji duljine fragmenata. Alat Salmon kvantificira transkripte i gene koriste¢i metodu kvazi-
mapiranja [98].

U naSoj analizi, za poravnavanje ocitanih sekvenci na referentni genom koristili smo slijedece
postavke:

1. Odabrana je verzija genoma NCBI GRCh38 Decoy

2. Odabrana je opcija prepoznavanja sa kojeg lanca oc€itana sekvenca potjece (engl. stranded)

3. Odabrana je opcija prepoznavanja fuzija

4. Odabrana je opcija oznacavanja dupliciranih sekvenci

5. Odabrana je opcija uklanjanja sekvenci adaptera

Nakon poravnavanja o€itanih sekvenci na referentni genom 1 kvantifikacije transkripata i gena, za
analizu diferencijalne ekspresije gena koristili smo rezultate Salmon kvantifikacije gena dobivenih

u obliku quant.genes.sf datoteka.
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3.6.3. Analiza diferencijalne ekspresije gena

Nakon poravnavanja sekvenci na referentni genom i kvantifikacije gena, napravljena je
analiza diferencijalne ekspresije gena. Svrha ove analize je identificirati one gene ¢ija je razina u
ekspresiji znacajno promijenjena u uzorcima tumora plué¢a skvamoznih stanica u odnosu na zdrave
kontrole. Pretpostavka je da geni ¢ija je razina promijenjena u tumorskom tkivu utje¢u na specifi¢ni
profil genske ekspresije koji doprinosi daljnjoj tumorigenezi ove bolesti.

Prilikom analize transkriptomskih podataka, najCeS¢e se testira nulta hipoteza da
logaritamska promjena ekspresije gena (engl. Logarithmic fold change, log2FC) izmedu tretmana
I kontrole iznosi to¢no nula, odnosno da do promjene ekspresije gena dolazi neovisno o tretmanu.
Takoder, Cesto je cilj analize diferencijalne ekspresije gena napraviti listu gena sa promijenjenom
ekspresijom poredanih po prilagodenoj statisti¢koj znacajnosti (engl. adjusted p value). Ipak, male
promjene u ekspresiji gena, iako statisticki jako znacajne, mozda nisu najzanimljivije za daljnje
analize. Takoder, rangiranje gena prema promjeni ekspresije moze biti komplicirano za gene sa
malo o¢itanih sekvenci. Noviji alati za analizu diferencijalne ekspresije gena, poput DESeq?2 alata,
u svojim algoritmima kompenziraju navedene potencijalne probleme §to dobivene rezultate ¢ini
pouzdanijima. DESeq?2 je alat koji omogucava kvantitativnu analizu RNA-Seq podataka koriste¢i
procjenitelje skupljanja za disperziju (engl. Shrinkage estimators for dispersion) i promjenu
ekspresije (log2FC), ukljuCujuéi rangiranje gena prema promjeni ekspresije i vizualizaciju,
testiranje nulte hipoteze ispod i iznad granice (engl. thereshold), kao i procjenu kvalitete i
klasteriranje prekomjerno rasprSenih ocitanith sekvenci pomocu regulirane logaritamske
transformacije (engl. Regularized logarithm transformation).

Za analizu je potrebno napraviti matricu (K) u kojoj su geni (i) poredani u redovima, a
uzorci (j) u kolonama. Vrijednosti u matrici oznacavaju kvantificirane ocitane sekvence (engl.
reads) za svaki gen u uzorku. Za svaki gen DESeq2 radi generalizirani linearni model (engl.
Generalized linear model, GLM) na slijedec¢i nacin. Prvo se radi model po kojem matrica Kij prati
negativnu binomijalnu distribuciju (zvanu i gamma-Poisson distribucija) sa srednjom vrijednoscu
wij 1 diperzijom ai. Srednja vrijednost qij proporcionalna je koncentraciji cDNA fragmenata gena u
uzorku, pomnozeno sa normaliziraju¢im faktorom sij, uij=Sijgij.. DESeq2 algoritam racuna GLM na
logaritamskoj skali pomocu formule log2qij=>rxjrpir, sa elementima matrice X;- i koeficijentom
Bjr. Prilikom usporedbe dvije skupine uzoraka, poput tumorskih i zdravih uzoraka, elementi dizajna

matrice oznacuju kojoj skupini uzorak j pripada, a GLM model racuna koeficijent koji ukazuje na
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sveukupnu snagu ekspresije gena i log2FC vrijednost izmedu skupina. Varijabilnost izmedu
replikata je modelirana disperzijskim parametrom ai koji opisuje varijance u broju ocitanih
sekvenci gena pomoc¢u formule VarKij=uij+aip2ij. To¢na procjena disperzijskog parametra je
kriticna za statisticku snagu analize diferencijalne ekspresije gena, posebice u analizama koje
ukljucuju mali broj uzoraka. DESeq2 pretpostavlja da geni slicne ekspresije imaju slicnu disperziju.
Algoritam prvo procjenjuje disperziju za sve gene u uzorku pomocu metode maksimalne
vjerodostojnosti (engl. Maximum likelihood), koja se bazira na podacima za svaki pojedinacni gen
u analizi. Zatim se odreduje prostorni parametar distribucije procijenjene disperzije i dodaje
prilagodena zakrivljena krivulja. To omogucava to¢niju procjenu oc¢ekivane vrijednosti disperzije
za gene odredene ekspresije ali ne predstavlja devijaciju pojedina¢nih gena sveukupnog trenda.
Potom se procjene disperzije svih gena skupljaju (engl. shrink) prema vrijednostima predvidenim
krivuljom kako bi se dobile kona¢ne vrijednosti disperzije. DESeq2 koristi empiricki Bayes-ov
pristup koji omoguéava da snaga skupljanja ovisi o procjeni kako blizu krivulji su stvarne
vrijednosti disperzije i stupnjevima slobode [99].

Najces¢i problem u analizi rezultata sekvenciranja je velika varijacija procijenjene promjene
ekspresije gena na logaritamskoj skali (log2FC) za one gene koji imaju mali broj oc¢itanih sekvenci.
DESeq2 pristupa ovom problemu na naéin da skuplja vrijednosti promijenjene ekspresije gena
prema nuli na nacin da je skupljanje jace kada je primjerice malo ocitanih sekvenci, kada je velika
disperzija ili postoji nekoliko stupnjeva slobode. Prvo se ponavlja GLM za dobivanje procjena
maksimalne vjerodostojnosti za log2FC i potom normalna distribucija centrirana oko nule
prilagodava uocenoj distribuciji procijenjenih vrijednosti maksimalne vjerodostojnosti na razini
svih gena. Potom se prilagodena distribucija koristi u ponovljenoj GLM analizi u kojoj se ra¢unaju
konaéne procijenjene vrijednosti log2FC-a, zajedno sa standardnom pogreskom. Statisticka
znacajnost ra¢una se pomoc¢u Wald testa, koji koristi z-vrijednosti, dobivene iz omjera log2FC-a i
standardne pogreske, i koja se usporeduje sa normalnom distribucijom. Za prilagodbu p vrijednosti
upotrebljava se postupak Benjamin-Hochberg [99].

U nasim analizama, nakon poravnavanja Sekvenci na referentni genom i kvantifikacije
transkripata i gena, napravili smo analizu diferencijalne ekspresije gena, u svrhu identifikacije
razli¢ite razine ekspresije gena u tumorskom tkivu u odnosu na zdrave kontrole. U ovu analizu
ukljucena su 23 uzorka tumora pluc¢a skvamoznih stanica i tri uzorka zdravih kontroli. Analiza je

napravljena pomoc¢u BaseSapce aplikacije RNA-Seq Differential Expression (Illumina, SAD) koja
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za analizu diferencijalne ekspresije gena koristi alat DESeq2. Za DESeq2 analizu, prvo su
pojedinac¢ne datoteke sa procijenjenom ekspresijom gena pomocu alata Salmon spojene u jednu
ekspresijsku matricu gena, u kojoj su geni poredani u redove, a uzorci u kolone. Uzorci tumora
pluca skvamoznih stanica ozna¢eni su kao testna skupina, a zdrave kontrole kao kontrolna skupina.
Geni su okarakterizirani kao diferencijalno eksprimirani na temelju postavljene grani¢ne
vrijednosti |log2FC[>2 i prilagodene statisticke znacajnosti p<0,05, prema metodi Benjamin-
Hochberg [100]. Lista diferencijalno eksprimiranih gena koji zadovoljavaju navedene kriterije
koriStena je za daljnje analize, poput analize genske ontologije i analize obogacivanja setovima
gena. Takoder, iz aplikacije je preuzeta matrica sa normaliziranim ekspresijskim vrijednostima u
obliku rlog transformacije, a koja je koristena u daljnjim analizama, poput analize ponderirane
korelacijske mreze ili procjene infiltracije tumorskog tkiva sa imunolo§kim stanicama.

U svrhu validacije rezultata genske ekspresije na vecoj kohorti, ponovili smo analizu
diferencijalne ekspresije gena koriste¢i TCGA kohortu (n=223) i GTEX zdrave kontrole (n=288).
Validacija genske ekspresije napravljena je u R programu, pomoé¢u DESeq2 paketa. Geni su
okarakterizirani kao diferencijalno eksprimirani na temelju vrijednosti [log2FC[>1 i prilagodene
statisticke znacajnosti p<0,05, prema metodi Benjamin-Hochberg. Dobivenu listu diferencijalno
eksprimiranih gena u validacijskoj kohorti usporedili smo sa listom gena sa promijenjenom
ekspresijom u eksperimentalnoj kohorti. Za usporedbu ekspresije gena izmedu kohorti, uzeli smo
u obzir sve gene Cija je promjena u ekspresiji |[log2FC|>1. Sli¢nosti i razlike u ekspresiji gena
izmedu dvije kohorte prikazane su pomocu Venn dijagrama, koji je napravljen u R programu

pomocu paketa VennDiagram.
3.6.4. Analiza genske ontologije i GSEA

Analiza genske ontologije postala je jedna od najceS¢e koristenih analiza u RNA-Seq
protokolima kojima se pokuSava objasniti funkcija gena u dobivenoj listi diferencijalno
eksprimiranih gena. Sama rije¢ ontologija oznacava nesto $to je poznato na temelju proucavanja, a
pojam genska ontologija podrazumijeva znanje o genima i njihovoj funkciji. Projekt Genske

ontologije (engl. The Gene Ontology Resource, GO; http://geneontology.org ) pokrenut je 1998.

godine sa ciljem stvaranja mrezne baze podataka o funkciji gena. GO baza podataka strukturirana
je koriStenjem formalne ontologije, kao usmjereni aciklicki graf, u kojem svaki pojam ima

definiranu vezu sa jednim ili viSe pojmova u istoj kategoriji. U GO bazi dostupno je oko 45 000
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pojmova, zajedno sa 134 000 opisanih meduodnosa pojmova. GO pokriva tri razli¢ita aspekta
funkcije gena poredanih u tri kategorije: kategorija Molekularne funkcije opisuje aktivnost genskog
produkta na molekularnoj razini; kategorija Stani¢ne komponente opisuje lokaciju u odnosu na
bioloske strukture u kojoj genski produkt vrsi svoju funkciju, i kategorija Bioloski procesi koja
opisuje procese koji koriste molekularnu funkciju gena. Svaki GO pojam unutar ontologije ima
svoj naziv, jedinstveni alfanumericki identifikator, definiciju s navedenim citiranim izvorima, i
ontologiju koja oznacava domenu kojoj pripada. GO baza podataka podrzava racunalnu pretragu 1
Cesto se koristi u analizama obogacéenih pojmova, ¢esto zvanih i analiza stani¢nih puteva. U sklopu
tih analiza potrebno je na mreznoj stranici projekta unijeti listu gena sa promijenjenom
ekspresijom. Uneseni geni se potom usporeduju sa 20 000 ljudskih protein-kodirajué¢ih gena.
Racunalnom obradom se sortiraju funkcije gena i stvaraju grupe prema funkciji. Potom se odreduje
statistiCka znacajnost pripadnosti unesene liste gena odredenoj grupi [101].

U sklopu na$ih analiza, zastupljenost (engl. enrichment) pojmova genske ontologije
napravljena je pomocu mreznog alata Gorilla, dostupnog na mreznoj stranici http://cbl-
gorilla.cs.technion.ac.il/. Obzirom da navedeni alat koristi statisticki model koji trazi obogacene
GO pojmove na vrhu rangirane liste, ovu analizu smo napravili zasebno za gene sa pozitivno
promijenjenom ekspresijom i zasebno za gene sa negativno promijenjenom ekspresijom. Prvo su
diferencijalno eksprimirani geni rangirani prema log2FC vrijednostima, sa najvise pozitivno ili
negativno promijenjenim genima na vrhu liste. Odabran je nacin rada rangirane liste sa grani¢nom
statistickom vrijedno$éu (engl. p-value treshold) p<10®. Analiza je napravljena za sve tri GO
kategorije: kategoriju BioloSki procesi, kategoriju Stanicne komponente i kategoriju Molekularne
funkcije. Prekomjerno zastupljeni GO pojmovi sa statistickom znacajnos$¢u korigirane p vrijednosti
manje od 0,05, prema metodi Benjamini- Hochberg, smatrani su znacajnima. Lista prekomjerno
zastupljenih, statisticki znac¢ajnih GO pojmova, koriStena je za vizualizaciju rezultata u obliku
stupicastih grafova u R programu (verzija 3.6.2.) pomocu paketa ggplot2.

Osim analize genske ontologije, napravljena je i analiza obogaéivanja setovima gena (engl.
Gene Set Enrichment Analysis, GSEA). Cilj GSEA analize je utvrditi dali su pripadnici a priori
definiranih setova gena S nasumic¢no distribuirani u listi gena L, ili se vecinski nalaze pri vrhu ili
dnu liste gena. Ukoliko geni u listi gena nisu nasumic¢no distribuirani, smatra se da su obogaceni
oni setovi gena u kojima se oni nalaze. Koristenje ove metode stoga omogucéava lakse

razumijevanje bioloSke uloge gena sa promijenjenom razinom ekspresije, pomocu definiranih
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setova gena. Listu gena L za analizu prireduje ispitiva¢, naj¢esée na temelju rangiranih vrijednosti,
poput log2FC vrijednosti.
GSEA analiza sastoji se od tri glavna koraka:

1. Racunanje vrijednosti obogacivanja (engl. Enrichment score, ES): ES predstavlja razinu
prekomjerne zastupljenosti gena iz a priori definiranih setova gena S na dnu ili vrhu
rangirane liste gena L. ES vrijednost se racuna od vrha liste L nizvodno, prema dnu liste,
na nacin da se tekuci zbroj (engl. running-sum) povecava kada se gen nalazi u setu S, a
smanjuje se kada gen iz liste L nije u setu S. Magnituda povecanja ovisi o korelaciji gena
sa fenotipom. ES je maksimalno odstupanje od nule uoceno tijekom slucajnog gibanja
(engl. random walk) a racuna se ponderiranim (engl. weighted) Kolmogorov-
Smirnovljevim testom.

2. Procjena razine znacajnosti ES-a: Statisticka znacajnost ES-a procjenjuje se empirijskim
permutacijskim testom, temeljenom na fenotipu, koji odrzava kompleksnu korelacijsku
strukturu genske ekspresije. To¢nije, permutiraju se fenotipske oznake, izracunavaju ES
vrijednosti iz permutiranih podataka, $to generira nultu distribuciju ES vrijednosti.
Empirijska nominalna p vrijednost opazenih ES vrijednosti se potom izracunava iz nulte
distribucije. Vazno je naglasiti da permutacija temeljena na fenotipu odrzava gensku
korelaciju i na taj na¢in omogucéava procjenu znacajnosti koja je bioloski smislenija nego
Sto bi bila permutacija gena.

3. Prilagodba na visestruko testiranje hipoteza: Kada se iz baza podataka analiziraju svi setovi
gena, potrebno je prilagoditi procijenjenu razinu znacajnosti kako bi se uzelo u obzir
testiranje viSe hipoteza. Prvo se normalizira ES za svaki set gena uzimaju¢i u obzir veli¢inu
seta i takav ES naziva se normalizirana vrijednost obogac¢ivanja (engl. Normalized
Enrichment Score, NES). Potom se racuna stopa laznog otkrivanja (engl. False Discovery
Rate, FDR) za svaku NES vrijednost. FDR oznacava procijenjenu vjerojatnost da set gena
sa izraCunatim NES vrijednostima predstavlja lazno pozitivan rezultat, a racuna se

usporedbom Krajnjih granica opaZene i nulte distribucije NES vrijednosti [102].

U nasim analizama, za analizu obogacivanja setovima gena koristili smo racunalni alat GSEA
(verzija 4.0.3.) i kolekciju setova gena C2 Svi kanonicki putevi (engl. All canonical pathways) koju
smo preuzeli iz MSigDB baze podataka (engl. Molecular Signature Database, MSigDB). Postavke

za analizu postavljene su na slijede¢i nacin: odabrana je analiza obogacdivanja setovima gena iz
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ponderirane rangirane liste gena sa 1000 permutacija; odabrani su setovi gena koji imaju vise od
10 (minimalno 10 gena) i manje od 500 gena u setu (maksimalno 500 gena). Uzorcima su u
zasebnom dokumentu dodijeljene fenotipske oznake tumorskog ili zdravog tkiva. Geni sa
promijenjenom ekspresijom su poredani prema log2FC vrijednostima, od najvece prema najmanjoj
vrijednosti i uneseni u GSEA alat, zajedno sa fenotipskim oznakama. Rezultati analize su
vizualizirani u R programu pomocu ggplot2 paketa, u obliku toc¢kastog grafa. Stani¢ni putevi su

smatrani obogacenima ako im je korigirana p vrijednost FDR<0,25.
3.6.5. Analiza mreZe proteinskih interakcija, analiza modula i identifikacija klju¢nih gena

Interakcije izmedu proteina su vazne za mnoge procese u stanici. Mreza proteinskih
interakcija (engl. protein-protein interaction network, PPI) pomaze u razumijevanju fizickih i
funkcionalnih interakcija proteina u stanici. PPI mreze su uobi¢ajeno predstavljene u obliku grafa
u kojima su geni/proteini prikazani kao ¢vorista (engl. nodes), a povezani su linijama (engl. edges)
koje predstavljaju interakcije izmedu proteina. Stupanj povezanosti (engl. degree) oznacava broj
interakcija jednog ¢voriSta unutar PPI mreze [103]. Unutar PPI mreze moguce je identificirati
klastere gena. Svrha klasteriranja PPI mreze je pronalazak skupina proteina- klastera, koji su u
interkciji 1 sudjeluju u istim bioloskim procesima ili obavljaju specifi¢nu biolosku funkciju.

Kako bi istrazili potencijalne interakcije izmedu gena sa promijenjenom ekspresijom,
napravili smo analizu mreze proteinskih interakcija. Za analizu smo koristili mrezni alat Search
Tool for the Retrieval of Interaction Genes (STRING, verzija 11,0), dostupan na stranici

http://string-db.org. Kako bi napravili mrezni model, u STRING alat smo unijeli listu diferencijalno

eksprimiranih gena i za vrijednost pouzdanosti interakcije (engl. confidence score) odabrali smo
vrijednost > 0,4. Vrijednost pouzdanosti interakcije oznacava vjerojatnost da interakcija izmedu
dva proteina zaista postoji. STRING alat vjerojatnost postojanja interakcije iskazuje na skali 0 do
1, gdje 0 predstavlja najmanju mogucnost za postojanje interakcije, a 1 najveéu pouzdanost u
postojanje interakcije izmedu proteina. Mrezni model, napravljen u STRING alatu, je potom
vizualiziran pomoc¢u Cytoscape programa (verzija 3,8,2). Nakon §to je PPI mreza vizualizirana,
analizirana su njezina svojstva: postojanje visoko umrezenih proteina (engl. hub genes) i postojanje

visoko umreZenih regija unutar PPI mreZe, odnosno klastera.
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Za identifikaciju klastera, regija visoko umrezenih proteina unutar PPI mreze, koristili smo
aplikaciju MCODE (skra¢eno iz engl. Molecular Complex Detection) u Cytoscape programu.
Granicne vrijednosti za pronalazak klastera postavili smo na slijedec¢i nacin:

- Stupanj povezanosti ¢voriSta=2

- Vrijednost ¢vorista (engl. node score) =0,02

- K-core vrijednost=2

- Maksimalna dubina=100

- MCODE vrijednost>5

Za identifikaciju visoko umrezenih proteina unutar PPI mreze (engl. hub genes) koristili smo 4
algoritma: Maksimalna centralnost grupe (engl. Maximal Clique Centrality, MCC), Stupanj
povezanosti ¢voriSta, Linijski filtrirana komponenta (engl. Edge Percolated Component, EPC) i
Maksimalna komponenta susjeda (engl. Maximum Neighborhood Component, MNC), pomocu
aplikacije CytoHubba u Cytoscape programu. Izracunate vrijednosti iz navedenih algoritama su
potom preklopljene, u svrhu identifikacije top 50 proteina sa najvisim izraCunatim vrijednostima.
One proteine koji se u svim algoritmima svrstavaju u top 50 proteine, prema izracunatim
vrijednostima algoritama, smatrali smo visoko umrezenim proteinima.

Nakon identifikacije visoko umrezenih gena/proteina i identifikacije klastera, htjeli smo vidjeti
u kojim stani¢nim putovima sudjeluju. U tu svrhu napravili smo analizu obogacenih stani¢nih

puteva uz pomo¢ mreznog alata Enrichr dostupnog na stranici https://maayanlab.cloud/Enrichr/. U

alat smo unijeli gene iz visoko umreZenih regija PPI mreZe (klastera) ili visoko umreZene proteine
(hub gene) i za analizu obogacivanja setovima gena odabrali set gena MSigDB Hallmark 2020.

Rezultati obogacivanja vizualizirani su stupicastim grafovima pomocu navedenog alata.

3.6.6. Analiza ponderirane Kkorelacijske mreZe (engl. weighted gene co-expression network
analysis, WGCNA)

Kako bi identificirali module (klastere), koji sadrze medusobno jako korelirane gene, i
korelirali ih sa klinickim parametrima pacijenata oboljelih od tumora plu¢a skvamoznih stanica,
koristili smo ponderiranu mreznu analizu genske ko-ekspresije. Analiza ponderirane korelacijske
mreze, WGCNA, je metoda sistemske biologije za opisivanje korelacijskih odnosa gena u
uzorcima. WGCNA se Cesto Koristi za pronalazak modula visoko koreliranih gena, sazimanje

klastera pomocu eigengena modula, za usporedbu modula medusobno ili za usporedbu modula sa
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klini¢kim parametrima. Za ovu analizu koristili smo matricu sa regularno normaliziranim o€itanim
sekvencama (rlog normalizacija) i WGCNA paket u R programu. Definicija osnovnih pojmova

povezanih sa WGCNA analizom prikazana je u Tablici 7.

Tablica 7. Definicija osnovnih pojmova koristenih u WGCNA analizi

Pojam Definicija
Korelacijska mreZa je neusmjerena ponderirana mreZa gena. Cvoriita (engl.
nodes) unutar mreze odgovaraju profilu ekspresije gena, a linije izmedu gena
(engl. edges) odgovaraju korelaciji ekspresije dva gena. Potenciranjem
apsolutne vrijednosti korelacije na snagu > 1 (engl. Soft-threshold), prilikom
Korelacijska | konstrukcije ponderirane korelacijske mreze naglasavaju se jace korelacije
mreza ekspresije gena na racun slabijih korelacija ekspresije gena. Matrica blizine
(engl. Adjacency, a) kod neusmjerene ponderirane korelacijske mreze racuna
se pomoc¢u formuleaj= |cor(Xi,X;)/. Kod usmjerene ponderirane
korelacijske mreZze matrica blizine ra¢una se pomocu formule ajj= |[(1 +
cor(xi, Xj)) 2P.
Moduli su klasteri visoko umrezenih gena. Kod neusmjerene ponderirane
korelacijske mreze, moduli odgovaraju klasterima gena koji pokazuju visoku

Modul . ; . . y :

apsolutnu korelaciju. Kod usmjerene ponderirane korelacijske mreze, moduli
odgovaraju klasterima pozitivno koreliranih gena.

Za svaki gen, povezanost (engl. connectivity ili degree) se definira kao zbroj
Povezanost |jaCina povezanosti sa ostalim genima u mrezi. U korelacijskoj mrezi
povezanost ozna¢ava razinu korelacije jednog gena sa ostalim genima u mrezi.
Povezanost | Povezanost unutar modula mjeri razinu povezanosti, ili ko-ekspresiju gena sa
unutar ostalim genima odredenog modula. Povezanost unutar modula moZe se

modula kv | interpretirati kao mjera pripadnosti odredenom modulu.
Eigengen Eigengen vrijednost E modula definira se kao glavna komponenta odredenog
vrijednost E | modula. Moze se smatrati reprezentativnim primjerom profila genske

modula ekspresije u modulu.

. Ukoliko su dostupni klinicki podaci, poput primjerice statusa puSenja, mogu
Znacajnost o .. . . -
Eigengena se kOl’C}lI‘atl sa Vrlljedn()vst}ma eigengena odredenog modula. Koeficijent

korelacije predstavlja znacajnost eigengena.
Za svaki gen, pripadnost odredenom modulu racuna se korelacijom ekspresije
gena sa eigengenom modula. Primjerice, MMP“e(j) = KPe.o i = cor(xi , EP'U)

. mjeri korelaciju gena i sa eigengenom modula blue. MMP!“(i) mjeri pripadnost
Pripadnost : . R : : : .
modulu K e gena i blue modulg. Ako je MI_\/IbIl_J_e(l) vrued_nost pl_lzu null,_g_en_ I ne pripada

modulu blue. Ako je MMblue(i) vrijednost blizu 1 ili -1, gen i je jako povezan
sa genima unutar modula blue. Predznak pripadnosti modulu oznacava
pozitivnu ili negativnu korelaciju gena sa eigengenom modula.
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Tablica 7. Nastavak

Visoko Gen koji ima puno interakcija sa ostalim genima. Geni unutar modula mogu
umreZeni gen | imati visoku umrezenost.

Znacajnost | Znacajnost gena vrijednosti 0 ukazuje da gen nije znac¢ajan za biolosko pitanje
gena GS od interesa. Veca vrijednost GS-a podrazumijeva vecu biolosku znacajnost.
Znacajnost modula je srednja vrijednost GS-a svih gena u odredenom modulu.
Znacajnost | Kada je znacajnost gena definirana korelacijom profila genske ekspresije i
modula MS | klinickih parametara, MS je Cesto povezan Sa korelacijom eigengena

odredenog modula i klinickog parametra.

Funkcije u WGCNA paketu mogu se podijeliti u nekoliko kategorija: konstrukcija mreze; detekcija
modula unutar mreze; odabir modula i gena; racunanje topoloskih svojstva mreze i vizualizacija
rezultata [104].

Prvi korak u analizi je konstrukcija mreze. Za konstrukciju mreze koristili smo matricu sa regularno
normaliziranim o€itanim sekvencama (rlog normalizacija), iz koje se racuna sli¢nost profila genske
ekspresije uzoraka u obliku matrice sli¢nosti (engl. similarity matrix). Konstrukcija ponderirane
mreze gena podrazumijeva odabir snage grani¢ne vrijednosti 3 (engl. soft threshold power) koja se
koristi za potenciranje matrice slicnosti. Za konstrukciju mreze odabrali smo snagu § =18 unutar
funkcije pickSoftTreshold, jer je na toj vrijednosti R*2>0,8. Matrica sli¢nosti se potenciranjem na
vrijednost B transformira u matricu blizine (engl. adjacency) koja predstavlja snagu povezanosti
¢vorista u mrezi. Matrica blizine kreirana je pomocu funkcije adjacency sa odabranim postavkama
Pearson korelacije i opcijom usmjerene mreze (engl. signed) koja zadrzava informaciju o smjeru
ekspresije gena. Potom je matrica blizine transformirana u matricu topolo§ke mjere preklapanja
(engl. Topological Overlap Matrix, TOM) koju smo koristili za ra¢unanje matrice razli¢itosti (engl.
dissimilarity) pomoc¢u 1-TOM formule. Za identifikaciju modula koji sadrze gene sa slicnom
razinom ekspresije, koristili smo matricu razli¢itosti i funkciju geneTree i funkciju cutreeDynamic
u kojoj smo minimalnu veli¢inu modula ogranic¢ili na 30 gena a DeepSplit parametar postavili na
vrijednost 0. Identificirani moduli koji sa drugim modulima koreliraju >0,75 su spojeni, na temelju
razlike izmedu eigengen vrijednosti dobivenih modula. Potom su ispitane korelacije identificiranih
modula i klinickih parametara koriste¢i korelaciju eigengen vrijednosti identificiranih modula i
klinickih podataka. Takoder, za svaki gen u identificiranim modulima izracunate su vrijednosti
znacajnosti gena (engl. Gene significance, GS) i vrijednost pripadnosti modulu (engl. Module

membership, MM). Vrijednost znacajnosti gena korelira svaki gen u modulu sa klinickim
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parametrom od interesa, dok vrijednost pripadnosti modulu korelira eigengene modula sa profilom
ekspresije gena. Na temelju korelacije modula i klini¢kih parametara, odabrani su zanimljivi
moduli ¢iji su geni analizirani mreznom interakcijom proteina (PPl analiza). STRING baza
podataka koriStena je za modeliranje mreze proteinskih interakcija, a vizualizacija je napravljena
u Cytoscape programu. Analizirane su karakteristike PPI mreze pomocu funkcije Analyze Network
u Cytoscape programu. Ako gen ima visoku vrijednost stupnja povezanosti ¢vorista (engl. degree),
moze imati bitnu ulogu u identificiranom modulu. Za identifikaciju visoko umrezenih gena u
klinicki interesantnim modulima Kkoristili smo grani¢ne vrijednosti: stupanj umrezenosti
¢vorista>5, vrijednost pripadnosti gena modulu (MM)>0,8 i znacajnost gena unutar modula
(GS)>0,2. Osim identifikacije visoko umrezenih gena, funkcija gena u klini¢ki interesantnim

modulima analizirana je pomocu analize ontologije gena. Za ovu analizu koriStena je mrezna baza

podataka Panther dostupna na stranici http://pantherdb.org/tools, a kao anotacijski set podataka

odabrana je GO biological process complete. Za racunanje prekomjerne zastupljenosti GO
pojmova koristen je Fisherov egzaktni test, a za raCunanje statistiCke znacajnosti stopa laznog

otkri¢ca FDR.
3.6.7. Analiza sveukupnog prezZivljenja

Kako bi provjerili dali postoji korelacija izmedu sveukupnog preZivljenja pacijenata sa
razinom ekspresije diferencijalno eksprimiranih gena (DEG) ili korelacija prezivljenja sa
identificiranim visoko umreZenim genima, napravili smo analizu sveukupnog prezivljenja.
Obzirom da je eksperimentalna kohorta relativno malena, za ovu analizu Kkoristili smo validacijsku
TCGA LUSC kohortu. Korelacija izmedu sveukupnog prezZivljenja TCGA LUSC pacijenata i
DEG-ova, ispitana je za one gene Cija je promjena u razini ekspresije potvrdena na
eksperimentalnoj 1 validacijskoj kohorti. Analiza je napravljena pomocu mreznog alata Xena

dostupnog na stranici https://xenabrowser.net/. U alatu je odabrana kohorta TCGA LUSC (n=626

uzoraka), te su zadrzani samo oni uzorci koji su ukljuceni u nasu validacijsku kohortu. Kao
varijable za analizu prezivljenja odabrani su: za vrstu podataka odabrani su genomski podaci; za
set podataka odabrana je genska ekspresija te su upisani geni ¢iju Smo korelaciju sa prezivljenjem
ispitivali. Za svaki gen od interesa, pacijenti su uvrSteni u jednu od dvije grupe, na temelju razine
ekspresije (jaka ili slaba ekspresija gena). Kao granic¢na vrijednost za grupiranje (engl. threshold)

u grupe, koristena je srednja vrijednost ekspresije gena. Za procjenu razlike u prezivljenju izmedu
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grupa koriStene su Kaplan-Meier krivulje prezivljenja, a statisticka razlika izmedu krivulja
procijenjena je pomocu log-rank testa znacajnosti. P vrijednosti manje od 0,05 smatrane su

statisticki znacajnima.

3.6.8. Procjena razine infiltriranosti tumora sa imunoloSkim stanicama i povezanost sa

sveukupnim preZivljenjem

U tkivu solidnih tumora se, osim tumorskih stanica, nalaze epitelne stanice, stromalne
stanice, imunoloske stanice i vaskularne stanice. Stromalne stanice mogu doprinijeti rastu tumora
i progresiji bolesti [58]. Infiltriraju¢e imunoloske stanice mogu, ovisno o kontekstu, imati anti-
tumorsko djelovanje, poput anti-tumorskog djelovanja infiltriraju¢ih T limfocita u tumorskom
tkivu, ili mogu podupirati rast tumora i proces metastaziranja [105].

Kako bi procijenili razinu infiltriranosti tumora sa imunosnim stanicama u pojedina¢nim
uzorcima eksperimentalne kohorte, koristili smo paket ESTIMATE (engl. Estimation of Stromal
and Immune cells in Malignant Tumors using Expression data, ESTIMATE) u R programu.
ESTIMATE analiza se temelji na analizi obogacivanja setovima gena na razini uzorka (engl. single-
sample GSEA, ssGSEA) [106]. Obogacivanje se radi za dva seta gena: set gena Cija se ekspresija
povezuje sa stromom i set gena specifi¢nih za imunoloske stanice. Rezultat ESTIMATE analize
iskazuje se u obliku Stromalnih vrijednosti (engl. Stromal score, SS), Imunosnih vrijednosti (engl.
Immune score, IS) te ESTIMATE vrijednosti koja predstavlja zbroj SS i IS vrijednosti. Za ra¢unanje
je koriStena matrica ekspresijskih vrijednosti koje su normalizirane (rlog vrijednosti). Za
vizualizaciju toplinske mape SS, IS i ESTIMATE vrijednosti za sve uzorke koriStena je funkcija
heatmap.2 unutar gplot paketa u R programu.

U svrhu detaljnijeg proucavanja profila tumorskog mikrookoliSa, koristili smo jo§ jednu
metodu obogaéivanja setovima gena na razini pojedinog uzorka, GSVA (engl. Gene Set Variation
Analysis, GSVA). GSVA izra¢unava GSVA vrijednost obogacivanja (engl. GSVA enrichment score),
u rasponu -1 do 1, koji predstavlja sveukupnu ekspresiju ispitivanog skupa gena u odnosu na druge
gene u pojedinom uzorku. Za racunanje GSVA vrijednosti obogacivanja koriStena je matrica
normalizirane ekspresije gena (rlog) u tumorskim uzorcima i 16 setova gena Cija se ekspresija
set gena nazvan CitotoksiCne stanice a predstavljaju ga geni specifi¢ni za aktivirane T limfocite,

gama delta T stanice i NK stanice zajedno, u svrhu procjene ukupne protutumorske aktivnosti
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imunoloskih infiltrata. U Tablici 8. navedeni su setovi gena koriSteni u GSVA analizi, zajedno sa

genima za koje se radi obogacivanje.

Tablica 8. Setovi gena koristeni u GSVA analizi

Imunoloske stanice

Geni ukljuceni u analizu GSVA

Ref.

B limfociti

ABCB4, BACH2, BCL11A, BLK, BLNK, CCR9, CD19, COCH, CR2, DTNB,
FCRL2, GLDC, GNG7, HLA_DOB, HLA_DQA1, MEF2C, MICAL3, MS4A1,
OSBPL10, PNOC, QRSL1, SCN3A, SLC15A2, SPIB, TCL1A, TNFRSF17

[107]

Mastociti

ABCC4, ADCYAP1, CALB2, CEACAMS, CMAL, CPA3, CTSG, ELANE,
GATA2, HDC, HPGD, HPGDS, KIT, LINC01140, MAOB, MLPH, MPO,
MS4A2, NROB1, PPM1H, PRG2, PTGS1, SCG2, SIGLEC6, SLC18A2,
SLC24A3, TAL1, TPSABL, TPSB2, VWASA

[107]

Makrofazi

APOE, ATG7, BCAT1, CCL7, CD163, CD68, CD84, CHI3L1, CHIT1,
COLB8A2, COLEC12, CTSK, CXCLS5, CYBB, DNASE2B, EMP1, FDX1, FN1,
GM2A, GPC4, ANOS1, ME1, MS4A4A, MSR1, PCOLCE2, PTGDS, RAI14,

SCARBZ2, SCG5, SGMS1, SULT1C2

[107]

Nezrele dendriti¢ne stanice

ABCG2, BLVRB, CARD9, CD1A, CD1B, CD1C, CD1E, CH25H, CLEC10A,
CSF1R, CTNS, F13Al, FABP4, FZD2, GUCALA, HS3ST2, LMAN2L, NUDT9,
PDXK, PPARG, PREP, RAP1GAP, SLC26A6, SLC7A8, SYT17, TACSTD?2,
DCSTAMP, VASH1

[107]

Aktivirane dendritiéne stanice

CCL1, EBI3, IDO1, LAMP3, OAS3

[107]

Neutrofili

ALPL, BST1, CD93, CEACAM3, CREBS5, CRISPLD2, CSF3R, CYP4F3,DYSF,
FCAR, FCGR3B, FPR1, FPR2, G0S2, HIST1H2BC, HPSE, CXCR1, CXCR2,
KCNJ15, LILRB2, MGAM, MME, PDE4B, S100A12, SIGLECS5, SLC22A4,

SLC25A37, TECPR2, TNFRSF10C, VNN3

[107]

NK CD56dim stanice

S1PR5, GTF3C1, GZMB, IL21R, KIR2DL3, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DLS3,
KIR3DS1, SPON2, PMEPA1

[107]

NK 56bright stanice

DUSP4, FOXJ1, LPCAT4, MADD, MPPED1, TRAPPCY, PLA2G6, RRAD,
XCL1

[107]

Efektorne memorijske stanice

AKT3, SND1_IT1, CCR2, DDX17, EWSR1, FLI1, GDPD5, LTK, MEFV,
NFATC4, PRKY, TBC1D5, TBCD, TRA, EZR

[107]

Centralne memorijske stanice

AQP3, ATF7IP, ATM, CASP8, CDC14A, CEP68, CLUAP1, CREBZF, CYLD,
DOCK®9, FAM153B, FOXP1, FYB, HNRNPH1, INPP4B, KLF12, LOC441155,
MAP3K1, KMT2A, N4BP2L2_IT2, NEFL, NFATC3, PCM1, PCNX1,
PDXDC2P, PHC3, POLR2J2, PSPC1, REPS1, RPP38, SLC7AG, ST3GALL,
STX16, TIMMBA, TRAF3IP3, TXK, TXLNGY, USP9Y

[107]

Eozinofili

ABHD2, ACACB, TRMO, CAT, CCR3, CLC, CYSLTR2, ADGREL, EPNZ2,
GALC, PTGDR2, HES1, HIST1IH1C, HRH4, CD101, IL5RA, KBTBD11,
KCNH2, LRP5L, MYO15B, RCOR3, RNASE2, RRP12, SIAH1, SMPD3,

SYNJ1, TGIF1, THBS1, THBS4, TIPARP, TKTL1

[107]

Folikularne B pomo¢ne stanice

B3GAT1, CXCR5, LDLRAD4, CDK5R1, CHGB, CHI3L2, CXCL13, HEY1,
HIST1H4K, ICA1, KCNKS5, KIAA1324, MAF, MAGEH1, MKL2, MYO6,
MYOT7A, PASK, PDCD1, POMT1, PTPN13, PVALB, SH3TC1, SIRPG,
SLC7A10, SMAD1, ST8SIAL, STK39, THADA, TOX, TSHR, ZNF764

[107]

Pomo¢nicke T stanice

ANP32B, ASF1A, ATF2, BATF, BORA, CD28, DDX50, FAM111A, FRYL,
GOLGAS8A, ICOS, ITM2A, LRBA, NAP1L4, NUP107, PHF10, PPP2R5C,
RPAL, SEC24C, SLC25A12, SRSF10, TRA, UBE2L3, YME1L1

[107]

Citotoksi¢ne stanice

APBA2, APOL3, CTSW, DUSP2, GNLY, GZMA, GZMH, KLRB1, KLRD1,
KLRF1, KLRK1, NKG7, RORA, RUNXS3, SIGIRR, WHAMMP3, ZBTB16

[107]

Gama delta T stanice (yo T)

ACP5, AQP9, BTN3A2, Clorf54, CARDS, CCL18, CD209, CD33, CD36,
CDKS5, IL10RB, KLRF1, LGALS1, MAPK?, KLHL7, KRT80, LAMCL,
LCORL, LMNB1, MEIS3P1, MPL, FABP1, FABP5, FADD, MFAP3L,

MINPP1, RPS24, RPS7, RPS9, DBNL, CCL13

[108]

T regulacijske stanice

CD72, CLEC5A, FOXP3, ITGA4, LICAM, LIPA, LRP1, LRRC42, MARCO,
MMP12, MNDA, MRC1, MS4A6A, PELO, PLEK, PRSS23, PTGIR, ST8SIA4,
STAB1

[108]

Citotoksi¢éne T stanice

ADRM1, AHSA1, C1GALT1C1, CCT6B, CD37, CD3D, CD3E, CD3G, CD69,
CD8A, CETN3, CSE1L, GEMING, GPT2, GZMK, IL2RB, LCK, MPZL1,
PIK3IP1, PTRH2, TIMM13, ZAP70

[108]
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IzraCunate GSVA vrijednosti obogacivanja u tumorskim uzorcima upotrijebljene su za
identifikaciju imunosnih podtipova pomocu hijerarhijskog aglomerativnog klasteriranja, na
temelju kvadratne euklidske udaljenosti i Ward-ove metode povezivanja. Za vizualizaciju toplinske
mape GSVA vrijednosti za sve uzorke koristena je funkcija heatmap unutar R programa.

Za procjenu povezanosti stupnja infiltracije tumora sa imunoloSkim Stanicama i
sveukupnog prezivljenja pacijenata u eksperimentalnoj kohorti, napravili smo analizu sveukupnog
prezivljenja. Za ovu analizu koristili smo GraphPad Prism5 statisticki program. Za izradu krivulja
prezivljenja Kaplan-Meierovom metodom, u program smo unijeli informacije o pripadnosti
identificiranim podtipovima i vremena prezivljenja pacijenata. Smrt se smatrala dogadajem od
interesa. Sveukupna razlika izmedu krivulja preZivljenja ispitala se log-rang statistickim testom.
Razlike u prezZivljenju izmedu pojedina¢nih krivulja preZivljenja ispitane su pomocu analize
varijanci (ANOVA test), sa korigiranom p vrijednosti pomoc¢u Bonferroni metode. Korigirana p

vrijednost manja od 0,05 smatrala se statisti¢ki znac¢ajnom.

3.7. Analiza profila ekspresije malih molekula RNA dobivenih sekvenciranjem slijedece

generacije

Rezultati sekvenciranja malih molekula RNA su neobradene sekvence duljine 51
nukleotida. Prije daljnje analize potrebno je provjeriti kvalitetu neobradenih sekvenci, kako bi se
utvrdila kvaliteta samog sekvenciranja. Nakon provjera kvalitete sekvenci i uklanjanja sekvenci
adaptera, slijedi poravnavanje sekvenci na referentni ljudski genom verzije GRCh38 p10 i
identifikacija miRNA molekula. U svrhu identifikacije miRNA c¢ija je razina promijenjena u
tumorskim uzorcima, u odnosu na zdrave kontrole, napravljena je analiza diferencijalne ekspresije.
Potom su identificirani ciljni geni miRNA sa promijenjenom razinom ekspresije, na temelju
predvidenih ili validiranih interakcija zabiljezenih u bazama podataka. Na temelju identificiranih
ciljnih gena miRNA, napravljen je interaktom miRNA sa promijenjenom razinom ekspresije i

diferencijalno eksprimiranih gena.
3.7.1. Provjera kvalitete neobradenih sekvenci

Profil ekspresije malih RNA vrsta u uzorcima tumora pluca skvamoznih stanica, u odnosu
na zdrave kontrole, istrazili smo pomocu sekvenciranja slijede¢e generacije i bioinformati¢kih
analiza dobivenih podataka. Priprema knjiznice za sekvenciranje ranije je opisan (poglavlje 3.5.).

Pripremljene knjiznice, duljine 51 parova baza, sekvencirane su na HiSeq2500 platformi (Illumina,
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SAD). Rezultati sekvenciranja dobiveni su u .fastq formatu. Kao i kod transkriptomskih analiza, i
u ovom slucaju je prvi korak u analizi provjera kvalitete oCitanja sekvenci. Kvaliteta oCitanih
sekvenci provjerena je pomoc¢u mreznog oblaka BaseSpace i FASTQC aplikacije. Kvaliteta
ocitanja sekvenci procijenjena je na temelju dodijeljenih Phred vrijednosti kvalitete, udjela GC

baza u sekvenci, zastupljenosti motiva kratkog niza (engl. k-mers ) i stope dupliciranih sekvenci.
3.7.2. Poravnavanje neobradenih sekvenci na referentni genom i identifikacija miRNA

Nakon provjere kvalitete ocitanih sekvenci, sekvence smo poravnali na referentni genom
verzije GRCh38 pl0 pomo¢u mreznog alata SRNAbench u grupnom nacinu rada (engl. batch
mode). U alat su unesene neobradene sekvence u .fastq obliku za svaki uzorak u analizi. Odabrani
su slijede¢i parametri za poravnavanje na referentni genom:

- Odabrana vrsta je Covjek i referentni genom verzije GRCh38_p10

- Uklanjanje sekvenci adaptera iz lllumina TruSeq kompleta: Odabrano je uklanjanje sekvenci
adaptera sa 3" kraja koje odgovaraju nukleotidnom slijedu TGGAATTCTCGGGTGCCAAGGG.
Minimalna odabrana duljina adaptera za prepoznavanje je 10 nukleotida; dopusteno je
nepoklapanje sekvenci adaptera i referentne sekvence za 1 nukleotid

- Kontrola kvalitete poravnavanja: Za kontrolu kvalitete poravnavanja odabrana je minimalna
srednja vrijednost kvalitete; Phred vrijednost; a grani¢na Phred vrijednost kvalitete postavljena je
na 20

- Analiza miRNA: Za identifikaciju miRNA odabrana je miRBase baza podataka

- Poravnanje pomocu bowtie alata: Odabrana duljina seed sekvence je 20 nukleotida, minimalni
broj ocitanih sekvenci:2; minimalna duljina o€itane sekvence:15; dopusteni broj nepoklapanja sa
referentnim genomom u seed regiji: 1 nukleotid

SRNADbench alat detektira sekvence adaptera na slijede¢i nacin: dio o€itanih sekvenci (100
000 sekvenci) se poravnava na ljudski genom pomocéu ukljucene opcije Bowtie seed. Potom se
sekvenca adaptera definira kao sekvenca koja pocinje sa prvim nepoklapanjem sa genomom. Sve
sekvence adaptera se potom grupiraju i najcesca sekvenca se smatra adapterskom sekvencom.
Sekvence kojima su uklonjeni adaptorske sekvence i koje imaju Phred vrijednosti o¢itane kvalitete
veée od 20 se poravnavaju na genom pomocu alata bowtiel. Poravnavanje seed regije pomoc¢u
bowtiel alata koristi se u svrhu detekcije isomiR-a, sa duljinom seed sekvence od 20 nukleotida, a

ocitane sekvence se koriste ako imaju najvisSe 10 poravnanja na genom.
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Poznato je da miRNA postoje u kanonskom obliku i u obliku izoformi. Stoga se postavlja pitanje
dali se ekspresija zrele miRNA treba proc