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Deskriptori ) SAZETAK. Syrha: Svrha ove studije bila je istraziti kako onkolozi u Hrvatskoj koriste testove sekvenciranja sljedece
TESTOVI SEKVENCIRANJA SLIEDECE GENERACIE; generacije (engl. next generation sequencing — NGS) za procjenu pacijenata oboljelih od raka. Metode: U razdoblju
TUMORI — genetika, ljecenje; od 1. rujna do 2. listopada 2022. provedeno je istrazivanje putem elektronicke anonimne Google form online

KLINICKA ONKOLOGIA — metode; HRVATSKA ankete poslane na adrese elektronicke poste onkologa iz baze podataka Hrvatskog drustva za internisticku onko-

logiju (N=120, stopa suradnje 62%). Cilj istrazivanja bio je utvrditi koliko Cesto koristimo NGS-testove u onkolos-
koj praksi u Hrvatskoj, u kojim indikacijama i za koju svrhu, imamo |i problema s interpretacijom rezultata NGS-a
te utjecu li rezultati NGS-a na nasu odluku o lijecenju bolesnika. Zanimalo nas je i koliko smo zadovoljni uvjetima
molekularnog testiranja u Hrvatskoj te koji su trenutacno najveci izazovi molekularnog testiranja u Hrvatskoj iz
perspektive onkologa. Rezultati: Vecina onkologa izjavila je da koriste NGS-testove u svojoj klinickoj praksi (25%
Cesto, 60% ponekad). Testiranje uglavnom koriste kod bolesnika s rijetkim tumorima i uznapredovalom refraktor-
nom malignom bolescu (57%) te tumorima nepoznatoga primarmog sijela (50%). Najce3ci su razlozi za koriste-
nje NGS-a: osiguravanje ciljane terapije odobrene od strane osiguravatelja (75%), lijecenje putem milosrdne ili
primjene lijeka off-label (69%) ili radi utvrdivanja prihvatljivosti za klinicka ispitivanja (33%). Vecina ispitanika
ima problema s interpretacijom rezultata NGS-a (719% ponekad, 8% cesto) i rezultati NGS-a utjecu na odluku o
lijecenju kod vecine onkologa (29% Cesto, 64% ponekad). Vecina ispitanika nije zadovoljna trenutnim uvjetima
molekularnog testiranja u Hrvatskoj (60% djelomi¢no zadovoljno, 32% nezadovoljno). Najveci su izazovi mole-
kularnog testiranja sljedei: nemogucnost lijecenja sukladno rezultatima ispitivanja (81%), vrijeme potrebno za
dobivanje rezultata (52%), dodatni financijski izdatci (38%) te interpretacija rezultata testa (37%). Zakijucak:
Vecina onkologa u Hrvatskoj koristi NGS-testove u svojoj klinickoj praksi i rezultati NGS-a u znatnoj mjeri utjecu na
odluke o lijecenju. Potrebno je pobolj3ati uvjete molekularnih ispitivanja u Hrvatskoj i pruZiti podrsku pri interpre-
taciji rezultata NGS-a.

Descriptors SUMMARY. Background: The purpose of this study was to investigate how oncologists in Croatia use NGS tests to
HIGH-THROUGHPUT NUCLEOTIDE SEQUENCING; evaluate cancer patients. Methods: The study was conducted in the period from September 01 to October 02,
NEOPLASMS — genetics, therapy; 2022 through an electronic anonymous Google form online survey sent to e-mails of oncologists from the data-

MEDICAL ONCOLOGY — methods; CROATIA base of the Croatian Society for Medical Oncology (N=120, cooperation rate 62%). The goal of the research was

to determine how often we use NGS tests in oncology practice in Croatia, in which indications and for what pur-
pose, do we have problems with the interpretation of NGS results and do the NGS results affect our decision to
treat patients. We were also interested in the satisfaction with the conditions of molecular testing in Croatia and
what are currently the biggest challenges of molecular testing in Croatia from the perspective of oncologists.
Results: The majority of oncologists surveyed reported using NGS tests in their clinical practice (25% often, 60%
sometimes). Testing is mainly indicated for patients with rare tumors and advanced refractory malignant disease
(57%) and tumors of unknown primary origin (50%). The most common reasons for using NGS are: to provide
insurer-approved targeted therapy (75%), treat through “compassionate” or “off-label” drug use (69%), or deter-
mine eligibility for clinical trials (33%). The majority of respondents have problems with the interpretation of NGS
results (71% sometimes, 8% often), and the NGS results influence the treatment decision in most respondents
(29% often, 64% sometimes). The majority of respondents are not satisfied with the current conditions of molec-
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ular testing in Croatia (60% partially satisfied, 32% dissatisfied). The biggest challenges of molecular testing are:
the impossibility of treatment according to the test results (81%), the time required to obtain the results (52%),
additional financial expenses (38%), and interpretation of test results (37%). Conclusion: The majority of oncolo-
gists in Croatia use NGS tests in their clinical practice and the results of NGS significantly influence treatment
decisions. It is necessary to improve the conditions of molecular testing in Croatia and provide support when

interpreting NGS results.

Zahvaljujudi razvoju tehnologija sekvenciranja viso-
ke propusnosti (engl. high-throughput sequencing —
HTS) u posljednjem je desetlje¢u doslo do ekspo-
nencijalnog napretka unasoj sposobnostisekvenciranja
ljudskog genoma.'

Povecana pristupa¢nost, dostupnost i pouzdanost
platformi za sekvenciranje sljedece generacije (engl.
next generation sequencing — NGS) omogucuje brze,
pristupacne i djelotvorne informacije o molekularnom
profilu tumora te tako otvara opcije molekularno
vodenog lijecenja (engl. molecularly guided treatment
options — MGTOs) za svakog pacijenta ponaosob,
rezultat ¢ega je visoko personalizirano lijecenje, od-
nosno omogucuje nam pruzanje visoko personali-
zirane onkoloske skrbi koja se naziva precizna on-
kologija.>**

Unato¢ trenutacnim ogranicenjima i nedoumicama
vezano uz koristenje molekularnih biomarkera u
onkoloskoj praksi broj pacijenata koji se podvrgavaju
tumorskom genskom profiliranju raste, a jednako tako
raste i broj ciljanih terapija odobrenih za lijecenje
raka.®

No, usprkos rastuc¢oj podrsci genskom testiranju
kroz smjernice, implementacija NGS-a, a time i pristup
pacijentima, razlikuje se diljem Europe i svijeta, $to
posljedi¢no negativno utje¢e na standard onkoloske
skrbi kao i na unaprjedenje personalizirane medicine.

Takoder, unato¢ napretku precizne onkologije do-
stupno je relativno malo empirijskih istrazivanja koja
procjenjuju ocekivanja i iskustva onkologa koji mogu
koristiti ove genske alate za lijeCenje pacijenata s
rakom.?

Tako ni u Hrvatskoj ne postoje reprezentativni
podatci na nacionalnoj razini o koristenju testova NGS
u rutinskoj onkoloskoj praksi. Stoga je svrha ove stu-
dije istraziti kako onkolozi u Hrvatskoj koriste testove
NGS za procjenu pacijenata s rakom i utjecu li rezul-
tati NGS-a na donosenje odluka o lijecenju.

Materijali i metode

U razdoblju od 1. rujna do 2. listopada 2022. pro-
vedeno je istrazivanje putem elektronicke anonimne
Google form online ankete poslane na adrese elek-
tronicke poste onkologa iz baze podataka Hrvatskog
drustva za internisticku onkologiju (HDIO) (N=120,
stopa suradnje 62%). Prema podatcima Hrvatskog
zavoda za javno zdravstvo navedenim u Hrvatskom
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zdravstveno-statistickom ljetopisu za 2020. godinu u
Hrvatskoj je 2020. godine radilo 44 specijalista i 35
specijalizanata internisticke onkologije (ukupno 79) te
96 specijalista i 36 specijalizanata radioterapije i
onkologije (ukupno 132)” (u daljnjem tekstu: onko-
lozi), od ¢ega je u javnim bolnickim ustanovama 2020.
godine aktivno radilo 130 onkologa.?

Onkolozi koji su u mirovini, ne rade u klinickoj
praksi ili su umrli bili su iskljuceni. Za onkologe koji
nisu u prvom navratu odgovorili na anketu poslana su
dva podsjetnika elektronickom postom. Sudjelovanje
u istrazivanju bilo je dobrovoljno i ispitanici nisu
primili naknadu za sudjelovanje u istrazivanju. Za
ispunjavanje ankete bilo je potrebno desetak minuta.
U prvom dijelu ankete utvrdeni su demografski
podatci onkologa, podatci o specijalnosti i opsegu
zbrinjavanih pacijenata mjese¢no, mjestu rada (kli-
nicki vs neklinicki onkoloski centri) te o provedenoj
edukaciji iz klinicke genetike. Drugi dio ankete bio je
posvecen koristenju NGS-a u onkoloskoj praksi u
Hrvatskoj, eventualnim potesko¢ama prilikom inter-
pretacije rezultata testa, utjecaju rezultata NGS-a na
odluku o lije¢enju te razlozima eventualnog neko-
ristenja NGS-a. Posljednji dio ankete ispitivao je
zadovoljstvo onkologa trenutnim uvjetima i trenutnim
izazovima molekularnog ispitivanja u Hrvatskoj iz

perspektive klinickih onkologa.

Rezultati istraZivanja
Karakteristike ispitanika u anketi

Karakteristike 74 onkologa koji su ispunili anketu
navedene su u tablici 1.

Vecina ispitanika bile su zene (74%). Najvise ispi-
tanika (36,5%) bilo je u dobnoj skupini od 30 do 39
godina, a potom od 40 do 49 godina (35,1%). Vecina
ispitanika bili su internisticki onkolozi (81,9%).
Najvise ispitanika (61,1%) radi u klinickim onkoloskim
centrima. Gotovo dvije tre¢ine ispitanika (64,4%)
tijekom svoga fakultetskog i/ili specijalistickog obra-
zovanja nisu imali edukaciju iz klinicke genetike.
Gotovo tre¢ina ispitanika (31,3%) zbrinjava vise od
150 pacijenata s rakom mjesecno.

Prevalencija upotrebe NGS-testa
u onkoloskoj praksi u Hrvatskoj

Sveukupno, 85% onkologa prijavilo je koristenje
NGS-testova u svojoj klinickoj praksi. Pri tome ih 25%
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TaBLICA 1. KARAKTERISTIKE ISPITANIKA ONKOLOGA

U HRVATSKOJ U NACIONALNOM ISTRAZIVANJU PRECIZNE
MEDICINE U LIJECENJU RAKA 2022.

TABLE 1. CHARACTERISTICS OF ONCOLOGIST RESPONDENTS
IN CROATIA TO THE 2022 NATIONAL SURVEY OF PRECISION
MEDICINE IN CANCER TREATMENT

Karakteristike Wi G LS
/ Characteristics Mot / Percentage
(N=74) (%)
Dob, godine / Age, years
30-39 27 36,5
40-49 26 35,1
50-59 18 24,3
> 60 3 4,1
Spol / Sex
Zenski / Female 54 74
Muski / Male 19 26
Specijalnost / Specialty
Internistic¢ki onkolog
/ Medical oncologist > 81,9
Onkolog radioterapeut 13 181
/ Radiation oncologist ’
Mjesto rada / Work place
Klini¢ki onkoloski centri
. 44 61,1
/ Clinical oncology centers
Neklini¢ki onkologki centri
. 28 38,9
/ Nonclinical oncology centers
Edukacija iz genomike
/ Training in genomics
Da/Yes 26 35,6
Ne/No 47 64,4
Broj pacijenata s rakom mjese¢no
/ Number of cancer patients per
month
1-49 10 13,5
50-99 21 28,4
100-149 20 27
>150 23 31,3

ispitanika koristi sustavno (cesto), 60% ispitanika ih
koristi u odredenim slu¢ajevima pacijenata (ponekad),
dok 15% ispitanika NGS koristi rijetko (nikad ili go-
tovo nikad) (slika 1).

Upotreba NGS-testa bila je ve¢a medu mladim
onkolozima (dob <40 godina) i onkolozima koji su
prosli edukaciju iz klinicke genetike.

Ispitanici su podjednako u klini¢koj praksi koristili
NGS-testove $irokog, tj. sveobuhvatnog molekularnog
profiliranja (51,4%) kao i NGS-testove koji ciljaju
odredeni gen ili skup gena (48,6%).

Koristite li u svojoj klinickoj praksi NGS-testove?
/ Do you use NGS tests in your clinical practice?

15%

M Cesto/Often M Ponekad/Sometimes Rijetko/Rarely

SLIKA 1. KORISTITE LI U SVOJOJ KLINICKOJ PRAKSI
TESTOVE NGS?

FIGURE 1. Do YOU USE NGS TESTS IN YOUR CLINICAL
PRACTICE?

Utjecu li rezultati NGS-a na donosenje odluka o lije¢enju?
/ Do NGS results affect treatment decisions?

7%

M Cesto/Often M Ponekad/Sometimes Rijetko/Rarely

SLIKA 2. UTJECU LI REZULTATI NGS-A NA DONOSENJE
ODLUKA O LIJECENJU?
FIGURE 2. DO NGS RESULTS AFFECT TREATMENT DECISIONS?

Pritom su NGS-testove najcesce koristili kod bo-
lesnika s uznapredovalom/refraktornom malignom
boles¢u i kod bolesnika s rijetkim tumorima (56,9%),
potom kod bolesnika s tumorima nepoznatog pri-
marnog sijela (50%), a 40,3% ispitanika je koristilo
NGS-testove ve¢ prilikom postavljanja dijagnoze
maligne bolesti.

Ucestalost NGS-testiranja varirala je ovisno o Kkli-
nickoj svrsi. Tako je 75% onkologa izjavilo da kori-
ste NGS-testove da bi bolesnicima osigurali ciljanu
terapiju odobrenu od strane osiguravatelja, 69,4%
kako bibolesnicima osigurali terapiju putem milosrdne
ili primjene lijeka off-label ili radi utvrdivanja pri-
hvatljivosti za klinicka ispitivanja (33,3%).

Postojala je varijabilnost u tome koliko su ¢esto on-
kolozi koristili NGS-testiranje za usmjeravanje klini¢-
ke skrbi. Tako je 29,2% onkologa izjavilo da rezultati
NGS-a cesto utjecu na njihovu odluku o lijecenju,
63,9% onkologa je izjavilo kako rezultati NGS-a pone-
kad utje¢u na njihovu odluku o lije¢enju, dok je 6,9%
ispitanika izjavilo da rezultat NGS-a nikad ili gotovo
nikad, tj. rijetko utje¢e na njihovu odluku o lije¢enju
(slika 2).

Takoder je bilo varijabilnosti u potesko¢ama koje su
onkolozi prijavili u tumacenju rezultata ispitivanja. Za
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8,3% onkologa rezultate NGS-testa cesto je bilo tesko
protumaciti, 70,8% onkologa je ponekad imalo po-
teSkoca s tumacenjem rezultata NGS-a, dok 20,8%
onkologa nikad ili gotovo nikad nije imalo problema s
interpretacijom rezultata NGS-a (slika 3).

Imate li poteskoca s interpretacijom rezultata NGS-a?
/ Do you have difficulties interpreting NGS results?

M Cesto/Often M Ponekad/Sometimes Rijetko/Rarely

SLIKA 3. IMATE LI POTESKOCA S INTERPRETACIJOM
REZULTATA NGS-A?
FIGURE 3. DO YOU HAVE DIFFICULTIES INTERPRETING NGS
RESULTS?

Jeste li zadovoljni trenutnim uvjetima molekularnog
testiranja u Hrvatskoj? / Are you satisfied with the current
conditions of molecular testing in Croatia?

M Potpuno sam zadovoljan / | am completely satisfied
M Djelomi¢no sam zadovoljan / | am partially satisfied

Nisam zadovoljan / | am not satisfied

SLIKA 4. JESTE LI ZADOVOLJNI TRENUTNIM UVJETIMA
MOLEKULARNOG TESTIRANJA U HRVATSKOJ?
FIGURE 4. ARE YOU SATISFIED WITH THE CURRENT
CONDITIONS OF MOLECULAR TESTING IN CROATIA?

Shodno tomu 21,1% ispitanika Cesto trazi pomoé
prilikom interpretacije rezultata testa, 43,3% ispitanika
ponekad trazi pomo¢ prilikom interpretacije rezultata
testa, dok je 35,2% ispitanika izjavilo da rijetko traze
pomo¢ prilikom interpretacije rezultata testa.

Onkolozi koji ne koriste NGS (27,5%) kao najcesce
razloge navode: nemogucnost lije¢enja sukladno re-
zultatima testa (75,8%), nedostatak smjernica ute-
meljenih na dokazima (36,4%), nedovoljnu infor-
miranost o pristupu NGS-u u Hrvatskoj (24,2%) i
nemoguc¢nost slanja materijala na NGS-testiranje
(21,2%).

Vecina ispitanika nije zadovoljna trenutnim uvjeti-
ma molekularnog testiranja u Hrvatskoj (slika 4)
(59,7% djelomi¢no zadovoljno, 31,9% nezadovoljno),
pri ¢emu najve¢im izazovima molekularnog testiranja
smatraju: nemogucnost lijecenja sukladno rezultatima
testa (80,8%), vrijeme potrebno za dobivanje rezultata
(52,1%), dodatne financijske izdatke povezane s testi-
ranjem (38,4%) i interpretaciju nalaza testa (37%)
(slika 5).

Rasprava

U ovoj nacionalno reprezentativnoj studiji od 120
onkologa, od ¢ega je 74 onkologa odgovorilo na an-
ketu, ispitali smo kako se NGS testovi trenutno koriste
u klini¢koj praksi u Hrvatskoj. 85% ispitanih onkologa
prijavilo je koristenje NGS-a, pri ¢emu su rezultati
NGS-a u gotovo trecine ispitanika Cesto, a u nesto
manje od dvije tre¢ine ispitanika ponekad utjecali na
usmjeravanje onkoloske skrbi. Upotreba NGS testa
bila je ve¢a medu mladim onkolozima (dob <40
godina) i onkolozima koji su prosli edukaciju iz
klinicke genetike.

Onkolozi su izvijestili da NGS-testove najcesce
koriste za bolesnike s uznapredovalom refraktornom

Najveci izazovi molekularnog testiranja u Hrvatskoj
/ The biggest challenges of molecular testing in Croatia

Nemogucnost lijecenja sukladno rezultatu testa
/ Impossibility of treatment according to the test result

Vrijeme potrebno za dobivanje rezultata
/ Time required to obtain results

Financijski izdatci povezani s testiranjem
/ Financial expenses associated with testing

Problemi s interpretacijom rezultata
/ Problems with interpretation of results

0%

10%

20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

SLIKA 5. NAJVECI IZAZOVI MOLEKULARNOG TESTIRANJA U HRVATSKOJ
FIGURE 5. THE BIGGEST CHALLENGES OF MOLECULAR TESTING IN CROATIA
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bolescu, ali takoder Cesto koriste ove testove za paci-
jente s dijagnozom rijetkih karcinoma ili karcinoma
nepoznatog podrijetla, kao i za pacijente kojima je tek
postavljena dijagnoza maligne bolesti.

Ovi rezultati mogu odrazavati kako onkolozi posezu
za NGS-testovima radi informiranja o strategijama
lijecenja kada utvrdene terapije nisu uspjele ili kada
postoji neizvjesnost o korisnosti postoje¢ih smjernica
za lijecenje manje uobicajenih klinickih situacija. S
obzirom na moguce viSestruke terapijske opcije koje
ciljaju specificne pokretacke mutacije, onkolozi mogu
poslati uzorak tumora za sekvenciranje s nadom da ¢e
identificirati tretmane koji su potencijalno u¢inkoviti
za odredeni molekularni podtip tumora njihovog
pacijenta.”!

U nasoj anketi viSe od dvije tre¢ine onkologa izja-
vilo je da koriste rezultate NGS-testova kako bi
pacijentima osigurali ciljanu terapiju odobrenu od
strane osiguravatelja ili kako bi bolesnicima osigurali
terapiju putem milosrdne ili primjene lijeka off-label,
dok je trec¢ina ispitanika izjavila kako koristi NGS-
-testove radi utvrdivanja prihvatljivosti za klinicka
ispitivanja.

S obzirom na sve vece oslanjanje na genetske
biomarkere za usmjeravanje odobrenih terapijskih
preporuka ili ukljucivanje u klinicka ispitivanja, NGS
¢e ostati sastavni dio medicinske onkoloske prakse
koja se razvija."!

Napredak u preciznoj onkologiji postavlja izazove
za onkologe."? Prvi izazov je, prema misljenju ispita-
nih onkologa, nemogu¢nost lije¢enja sukladno rezul-
tatima testa (81%), potom vrijeme potrebno za do-
bivanje rezultata (52%) i dodatni financijski izdatci
povezani s testiranjem (38%).

Rezultati NGS-testa cesto su dvosmisleni, $to
predstavlja jos jedan izazov za onkologe. Tako je ve¢ina
nasih ispitanika imala poteskoca s tumacenjem
rezultata testa (8% Cesto, 71% ponekad). Jedan od
razloga je svakako cinjenica kako gotovo dvije trec¢ine
ispitanika (64%) tijekom svoga fakultetskog i/ili
specijalistickog obrazovanja nisu imali edukaciju iz
klinicke genetike. Sli¢ne rezultate moZemo naci
analizom podataka americkih autora gdje je vecina
onkologa izvijestila o neformalnoj/nikakvoj obuci u
tumacenju (72%) ili priopcavanju (86%) rezultata
NGS-a.”?

Nesto manje od trecine ispitanika ne koristi NGS u
svojoj klinickoj praksi. Kao glavni razlog navode
nemogucnost lijecenja sukladno rezultatima testa, a
odmah potom kao razlog netestiranja slijedi nedostatak
smjernica utemeljenih na dokazima (36%). Naime,
prvi tip raka za koji je postojala konsenzusna preporuka
za koristenje NGS-a bio je karcinom plu¢a nemalih
stanica', dok su prve preporuke znanstvenog drustva
o koristenju NGS-a izdane u kolovozu 2020. godine od

strane Europskog drustva za internisticku onkologiju
(ESMO).® Gotovo cetvrtina onkologa kao razlog
nekori$tenja NGS-anavela je nedovoljnu informiranost
o pristupu NGS-u u Hrvatskoj, a znatan broj onkologa
(21%) ne koristi NGS zbog nemogucénosti slanja ma-
terijala na testiranje.

Nasa studija ima nekoliko ograni¢enja. Prvo, ispi-
tani su uglavnom internisticki onkolozi s obzirom na
to da su kod ispitivanja kori$tene adrese e-poste iz
baze podataka Hrvatskog drustva za internisticku
onkologiju. Jo$ jedno ogranicenje jest to $to nismo
mogli procijeniti kako onkolozi koriste testove u
specificnim klinickim situacijama i za koje vrste raka
indiciraju testiranje. Medutim, ta su ogranicenja
kompenzirana s nekoliko prednosti studije, uklju¢ujuci
nacionalno reprezentativan uzorak onkologa kao i
¢injenicu da gotovo trecina ispitanika zbrinjava vise
od 150 bolesnika s rakom mjese¢no, $to nam je
omogucilo analizu viSe ¢imbenika povezanih s upo-
rabom NGS-a i uvid u razli¢ite obrasce prakse.

Svjedoci smo brze komercijalizacije i usvajanja
genskih testova u praksi. No, postoji takoder potreba
za pracenjem uporabe ovih novih tehnologija kako bi
se osiguralo da pacijenti s rakom imaju pristup
odgovarajucem testiranju kao i u¢inkovitoj terapiji.'s*’

Zakljucak

Vecina onkologa u Hrvatskoj koristi NGS-testove u
svojoj klinickoj praksi, pri ¢emu rezultati NGS-a u
znatnoj mjeri utjecu na donosenje odluka o lijecenju.
Potrebno je poboljsati uvjete molekularnog testiranja
u Hrvatskoj, osigurati podrsku prilikom interpretacije
rezultata NGS-a te uloziti dodatne napore kako bi se
svim onkoloskim pacijentima koji mogu imati koristi
od novih tehnologija omogucdila jednaka dostupnost
NGS-u te potom osigurala terapija sukladno rezul-
tatima testa.
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