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SAZETAK

Uvod. Karcinom pluca je vodeéi uzrok smrti u svijetu, a od svih tipova karcinoma pluca,
najzastupljeniji je non-small cell lung cancer (NSCLC), koga nalazimo kod oko 80% oboljelih.
Identifikacija mutacija epidermalnog faktora rasta u NSCLC, utrla je put personalizovanoj
terapiji kod karcinoma pluca sa inhibitorima EGFR-tirozin kinaze (TKIs). Molekularnim
testiranjem je omogucen pravilan izbor pacijenata kojima je time pruzena mogucénost za ciljanu
terapiju. Cilj istraZivanja je da se utvrde faktori koji mogu uticati na rezultate molekularnih
testiranja prisustva promjena na EGFR genu: utvrditi prisustvo i tip molekularnih promjena na
EGFR genu, uticaj pola i dobi pacijenata na prisustvo i tip promjena na EGFR genu, te uticaj
vrste uzorka (citoloski, sitni biopticki uzorci i resekcioni uzorci) na prisustvo i tip promjena na
EGFR genu kod pacijenata oboljelih od nemikrocelularnog karcinoma sa adenodiferencijacijom;
Ispitanici i metode. Ispitivanje je koncipirano kao studija retrospektivno-prospektivnog
karaktera. Utvrdivanje promjene na EGFR genu je radeno na 299 uzoraka pacijenata, oboljelih
od karcinoma pluéa u periodu od 2013. do 2018. godine. Pacijenti su podijeljeni u grupe s
obzirom na vrstu materijala na kojem je utvrdena dijagnoza i na kojem su se radila molekularna
testiranja. Prvu grupu ¢ine uzorci pacijenata kod kojih je materijal za analizu dobijen hirurskom
resekcijom tumora pluca; drugu grupu c¢ine pacijenti kod kojih je uzorkovana metastatska
promjena, tre¢u grupu uzorci dobijeni biopsijom i Cetvrtu grupu Cine citoloski uzorci dobijeni
tokom razli¢itih intervencija (sputum, lavaza bronha itd.). Podaci su analizirani i predstavljeni
koriS¢enjem deskriptivne statistike 1 primjenom adekvatnih statisti¢kih testova analiti¢ko-
statistiCkog softverskog paketa SPSS (Statistical Product and Service Solutions), verzija 20.
Rezultati Kod od 89,3% ispitivanih uzoraka nisu detektovane promjene u EGFR genu. Kod 10
% sluc¢ajeva uzoraka je detektovana neka od promjena u EGFR genu, dok je kod 0.7% uzoraka
reakcija bila nevazeca. Najces¢i tip genetski promjena u EGFR genu u istrazivanju je bila
delecija u 43,3% slucajeva i mutacija L858R u 40% slucajeva. Genetske promjene na EGFR
genu kod pacijenata oboljelih od nemikrocelularnog karcinoma sa adenodiferencijacijom se
statistiCki znacajno Cesce srecu kod zena (y2 = 11.492, p = 0.001); Najveci broj detektovanih
genetskih promjena u EGFR genu je bio u sitnim bioptickim materijalima 46,7% 1 resekatima
pluca u 43,3% slucajeva. Statisticki znaCajna razlika nije utvrdena u pogledu prisustva ili
odsustva promjena u EGFR genu s obzirom na vrstu uzorka (biopsija, resekcija, metastaza i

citoloski uzorci). Kljuéne rije¢i: adenokarcinom pluéa, EGFR mutacije, biopsija, citologija.



EXECUTIVE SUMMARY

Introduction. Lung cancer is a leading cause of death worldwide, and the most prevalent of all
types of lung cancers is the non-small cell lung cancer (NSCLC), found in about 80% of patients.
Identification of epidermal growth factor mutations in NSCLC paved the way for personalized
therapy for lung cancer with EGFR-tyrosine kinase inhibitors (TKIs). Molecular testing has
made it possible to make the right choice for patients who are given the opportunity for targeted
therapy. The objective of the research is to determine the factors that can influence the results
of molecular testing of the presence of EGFR gene changes: to determine the presence and type
of molecular changes on the EGFR gene, the influence of patient sex and age on the presence
and type of changes on the EGFR gene, and the influence of the type of sample (cytological,
small biopsy specimens and resection specimens) on the presence and type of changes on the
EGFR gene in patients with non-microcellular carcinoma with adenodifferentiation.
Respondents and methods. The examination was conceived as a retrospective-prospective
study. Determination of the change on the EGFR gene was performed on 299 lung cancer patient
specimens dating from 2013 to 2018. Patients were divided into groups depending on the type of
material subject to diagnosis and the molecular testing. The first group consists of patient testing
specimens obtained by surgical resection of the lung tumour; the second group consists of
patients with whom is sampled metastatic change; the third group contains biopsy specimens and
the fourth group consists of cytological specimens obtained during various interventions
(sputum, bronchial lavage, etc.). Data were analysed and presented by using descriptive statistics
and the use of adequate statistical tests of the Statistical Product and Service Solutions (SPSS)
analytical software package, version 20. Results. No changes in the EGFR gene were detected in
89.3% of the tested specimens. Some changes in the EGFR gene were detected in 10% of the
specimens, while in 0.7% of the specimen the reaction was invalid. The study showed that the
most common type of genetic alterations in the EGFR gene included deletion in 43.3% of the
cases and the L858R mutation in 40% of the cases. EGFR gene changes in patients suffering
from non-microcellular carcinoma with adenodifferentiation were statistically significantly more
frequent in women (x2 = 11,492, p = 0,001); The biggest number of detected EGFR gene
changes was found in the small biopsy specimens in 46.7% and lung resections in 43.3% of
cases. No statistically significant difference was found in respect of the presence or absence of



changes in the EGFR gene based on the type of specimen (biopsy, resection, metastasis and

cytological specimens). Key words: lung adenocarcinoma, EGFR mutations, biopsy,

cytology.



1.UVvOD

1.1. Epidemiologija i etiologija tumora pluca

Rak pluca je vodeci uzrok smrti od raka Sirom svijeta, kod oba pola. Svake godine, karcinom
pluca izaziva vise smrtnih slucajeva od raka dojke, kolona i prostate u kombinaciji [1,2]. Po
izvjestaju Svjetske zdravstvene organizacije (SZ0) iz 2012.godine, dijagnostikovano je vise od
1,8 miliona oboljelih od karcinoma pluca, od kojih je 1,5 miliona smrtnih slu€ajeva. U poredenju
sa ukupnom stopom smrtnosti od karcinoma, koja iznosi 19,4%, opet je broj jedan medu svim
neoplazmama [3]. Ucestalost ovog karcinoma je izraZenija u razvijenim zemljama, zbog
izlozenosti duvanskom dimu. Podrucja sa najveéom incidencijom i mortalitetom, kad su u
pitanju muskarci, su Isto¢na Evropa, Sjeverna Amerika, Australija/Novi Zeland, Juzna Amerika,
a najniza stopa je u Juznoj Aziji 1 subsaharskoj Africi. Kod Zena je taj geografski obrazac
drugaciji, te je najveca incidencija u Sjevernoj Americi i Sjeverozapadnoj Evropi, a umjerena u

Australiji, Novom Zelandu i Kini [4].

Dok je kod drugih maligniteta postignut odreden napredak u stopi prezivljavanja, kod pluca je to
jo$ uvijek zanemarljiva brojka. Od 1985.godine je evidentirana ucestalost karcinoma pluca u
svijetu za ¢ak 51% 1 to porast od 44% kod muSkaraca i 76% kod Zena. Karcinom pluc¢a je i u
vrhu liste godisnjeg mortaliteta. Prema procjeni Svjetske zdravstvene organizacije (SZO), smrtni
slucajevi kao posljedica karcinoma pluca, Sirom svijeta ¢e nastaviti rasti. Kao glavni faktor rizika
se navodi globalno povecanje upotrebe duhana. Iako se Sirom svijeta ulazu ogromni napori da se
suzbije puSenje, procjena je da ¢e trenutna brojka od 1,1 milijardu puSaca do 2025. godine dosti¢i

nevjerovatnih 1,9 milijardi [5].

Vezu izmedu pusenja i povecanog rizika od prerane smrti, studijom je dokazao Pearl, jos 1938.
godine [6]. Od tada su mnoge, nekontrolisane i kontrolisane studije, dokazale ulogu duvanskog
dima kao uzro¢nika karcinoma plu¢a. U jednoj od vec¢ih epidemioloskih studija, u Velikoj
Britaniji 1950. godine, Doll i Hill su opisali uzro¢nu vezu karcinoma pluc¢a i puSenja cigareta,
kao 1 koli¢ine konzumiranih cigareta i razvoja karcinoma [7]. U drugoj takvoj studiji, iste godine

u Sjedinjenim Americki Drzavama, Vinder i Graham su doSli do zakljucka da su koli¢ina
1



cigareta, kao 1 duzina konzumiranja vazan faktor nastanka karcinoma pluc¢a, te da moze da
postoji period od 10 godina od prestanka puSenja do klinickih simptoma karcinoma. Tada je
karcinom plu¢a kod nepusSaca bio rijedak, ali to se kasnije promijenilo. Takode, bio je mnogo
¢es¢i kod muskaraca nego kod zena [5,8]. Zbog progresivnog prelaska upotrebe duvana iz
razvijenih zemalja u one manje razvijene, ocekuje se povecanje broja oboljelih od karcinoma
pluc¢a. Tome ujedno doprinose i rastuc¢a prevalenca gojaznosti, sjedec¢i nacin zivota, izmijenjene
prehrambene navike i izmijenjeni obrasci reprodukcije [9]. Prehrambene navike se razlikuju kod
pusaca i nepusSaca, te pusaci unose viSe masti i zasi¢enih masnih kiselina u odnosu na voce i
povrée [10]. Pozitivan ucinak, te znacajno smanjen rizik za nastanak karcinoma pluca kod
pusaca, kao i kod biv§ih puSaca ima ishrana bogata o-karotenom, B-karotenom, folatima,

vitaminima (C, E, B2, B6 i B12), te likopenom [11].

U tabeli 1. su prikazani faktori rizika za karcinom pluca.



Tabela 1. Faktori rizika za nastanak karcinoma pluéa [2]

Faktor rizika za karcinom pluéa

Zastitni

Faktor rizika

Kontroverza

Pusenje

Cigarete

*

Lula

Cigare

Cigarilosi

Nargila

*
*
*
*

Marihuana

Dijeta i alkohol

Beta Karoten

*

Arsen

Voce, povrée i
mikronutrijenti

Alkohol

Profesionalna
oboljenja

Pluéna oboljenja

HOBP *

B>

Astma

Radioterapija

Zralenje grudnog koSa
Niska radijacija *
Zagadenje *
vazduha
Nizak socio- *
ekonomki status
Porodi¢na Astma *
istorija TB
Muski *
Pol Zenski
Crnac *
Etnicka Bijelac *
pripadnost Crnkinja *
Bjelkinja *

*HOBP- hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a, TB — tuberkuloza




1.2. Klinicka slika

U vecini slucajeva, karcinom pluca je asimptomatski u ranim fazama. Razlog nalazimo u tome
Sto pluéni parenhim ne posjeduje receptore za bol, te tumor moze dosti¢i znacajnu veli¢inu do
pojave prvih izraZzenih simptoma. Bolest se u asimptomatskoj fazi obicno pronade slucajno,
tokom radiografije pluc¢a u sklopu preoperativne pripreme ili duzih medicinskih ispitivanja kod

nekarakteristi¢nih simptoma bolesti [12,13] . Naj¢es¢i simptomi karcinoma pluca su:

e kasalj koji ne prolazi ili se pogorsava

e iskasljavanje krvi ili ispljuvak boje rde

e bol u grudima koja se Cesto pojacava prilikom dubljeg disanja, kasljanja, smijanja
e promuklost

e oslabljen apetit i gubitak na tezini

e kratak dah

e brzo umaranje i osjecaj slabosti

e ponovljene ili tesko izljeCive epizode bronhitisa i pneumonije

e ponovljene epizode weezing-a

Neki karcinomi plu¢a mogu izazvati sindrome sa izraZzenim specificnim simptomima. U vezi su
sa lokalizacijom samog tumora [12]. Takode, razlika u izrazenim simptomima se uocava i kod
razli¢itih tipova karcinoma plu¢a. Tako je adenokarcinom najc¢esc¢e asimptomatski i otkriva se
slucajno, dok kod sitnocelijskih tipova karcinoma pluca (engl. small cell lung cancer- SCLC)
Cesto nalazimo simptome koji ukazuju na udaljene metastaze [4] . Naj¢es¢i simptomi na koje
nailazimo kod primarnog tumora su nelagodnost ili bol u grudima, kasalj, dispneja i hemoptizija.
Nelagodnost ili bol u grudima je simptom koji opisuju pacijenti i prije nego $to postoji invazija u
pleuru, grudni ko§$ ili medijastinum. Nejasnog je porijekla s obzirom da pluéni parenhim nije

snabdjeven receptorima za bol. Pacijenti je opisuju kao nedefinisanu, razli¢itog intenziteta.

Kasalj nije nespecifican simptom. U zavisnosti od lokalizacije, moze ga proizvesti i mali tumor

koji djeluje kao strano tijelo i ometa bronhijalnu peristaltiku. Suprotno tome, periferni tumori
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koji nastaju iz manjih bronhija i bronhiola, mogu dosti¢i ve¢e dimenzije bez prisustva kaslja kao
simptoma. Kasalj je ¢esto produktivni, sa razli¢itim ispljuvkom, narocito kod pusaca. Izuzetak je

neproduktivan kasalj koji nastaje kao posljedica invazije na karinu [13].

Dispneja se javlja kod do 60 posto bolesnika, a moze je uzrokovati tumor koji zakr¢i disajne

puteve [14]. U uskoj vezi je sa pove¢anim kasljem i koli¢inom ispljuvka, kao i sa puSenjem.

Hemoptiza je ¢est simptom bolesnika s karcinomom pluca. Rijetko je obilna i obi¢no se sastoji
samo od tragova krvi u sputumu. Najée$¢e sumnju pobudi iskasljavanje krvi nekoliko dana

zaredom.

lako su to nekarakteristi¢ni simptomi, koje nalazimo i kod benignih oboljenja plu¢a kao sto je
akutni bronhitis, na karcinom pluca treba posumnjati ako se te epizode ponavljaju ili ne reaguju
na ordiniranu terapiju. Navedena sumnja se takode odnosi na pacijente starije od 40 godina,
pusace, koji imaju u anamnezi hroni¢nu opstruktivnu bolest pluca (HOBP)[14,15]. Posebnu
paznju treba posvetiti pacijentima sa hemoptizom kod kojih je negativan rentgentski snimak
pluca. Negativan rentgen moze znaciti da pacijent ima benigni uzrok krvarenja, ali isto tako je

moguce da se radi o malom ili centralno smjestenom tumoru, koga skriva medijastinum [16].

1.3. Paraneoplasti¢ni sindromi u karcinomu pluca

Sistemske simptome, povezane sa paraneoplastiénim sindromom, razvije otprilike 10 %
bolesnika. Ta¢an mehanizam nastanka paraneoplasti¢nog sindroma nije u potupnosti razumljiv u
svim slucajevima. Sindrom je uzrokovan oslobadanjem bioaktivnih tvari koje proizvodi sam
tumor ili nastaju kao odgovor na prisustvo tumora. Ponekad simptomi paraneoplasticnog
sindroma budu i prvi znaci bolesti, te prethode samoj dijagnozi. U drugim slu¢ajevima, mogu se
pojaviti u kasnoj fazi bolesti ili kao prvi znak recidiva. Iako je $irok spektar paraneoplasti¢nih
sindroma, povezanih sa karcinomom pluca, najc¢esce je rije¢ o neuroloskim, endokrinim i
skeletnim poremecajima. Svi simptomi paraneoplasticnog sindroma, prikazani su u tabeli 2

[14,15].



Tabela 2. Paraneoplasti¢ni sindromi povezani sa karcinomom pluca

Endokrini sindromi

SIADH produkcija
Nemetastatska hiperkalcijemija
Kusingov sindrom
Ginekomastija
Hiperkalcitonemija

PoviSen nivo LSH i FSH
Hipoglikemija

Hipertireoza

Karcinoid sindrom

Neuroloski sindromi

Subakutna senzorna neuropatija
Mononeuritis multipleks

Crijevna pseudo-opstrukcija

LEMS

Encefalomielitis

Nekrotziraju¢a mijelopatija
Retinopatija povezana sa karcinomom

Skeletni sindromi

Hipertrofi¢na osteoartropatija
Baticasti prsti

BubreZzni sindromi

Glomerulonefritis
Nefrotski sindrom

Metaboli¢ki sindromi

Laktacidoza
Hipourikemija

Sistemski sindromi

Anoreksija i kaheksija
Groznica

Kolagen-vaskularni sindromi

Dermatomiozitis
Polimiozitis

Vaskulitis

Sistemski lupus eritematozus

Kozni

Stecena hipertrihosa langvinoza
Eritema gyratum repens
Eritema multiforme

Tilosis

Eritroderma

Eksfolijativni dermatitis
Akantosis nigrikans

Sweet sindrom

Pruritus i urtikarija

Hematoloski

Anemija

Leukocitoza i eozinofilija
Leukemoidne reakcije
Trombocitoza
Trombocitopeni¢na purpura

Koagulopatije

Tromboflebitis
Diseminovana intravaskularna koagulacija

* Sindrom neprikladng antidiuretskog hormona (engl. syndrome of inappropriate antidiuretic
hormone-SIADH); Lambert Eaton mijasteni¢ni sindrom(engl. Lambert-Eaton myasthenic
syndrome- LEMS); lutein stimuliraju¢i hormoon (engl. lutein-stimulating hormone-LSH);
folikulostimulirajuc¢i hormon (engl. follicle-stimulating hormone-FSH).



https://en.wikipedia.org/wiki/Syndrome_of_inappropriate_antidiuretic_hormone
https://en.wikipedia.org/wiki/Syndrome_of_inappropriate_antidiuretic_hormone
https://en.wikipedia.org/wiki/Lambert-Eaton_myasthenic_syndrome
https://en.wikipedia.org/wiki/Lambert-Eaton_myasthenic_syndrome

Dijagnoza neuroloskog paraneoplasti¢nog sindroma se postavlja kada drugi uzroci, poput
neravnoteze elektrolita, metastatske bolesti, cerebralne i vaskularne bolesti, te infekcije, budu
iskljuceni. Neuroloski sindrom ukljucuje: Lambert-Eatonov mijasteni¢ni sindrom (LEMS),
limbicku encefalopatiju, polineuropatiju, degeneraciju cerebelarnog sistema, retinopatiju,
opsoklonus-mioklonus i autonomnu neuropatiju. U LEMS-u koji je najviSe prepoznati od ovih
poremecaja, kod pacijenata je prisutna slabost proksimalnog dijela donjeg ekstremiteta dok je
slabost proksimalnog gornjeg ekstremiteta obi¢no manje uocljiva. Simptomi sindroma mogu biti

viSe izrazeni ujutro i poboljSavati se tokom dana.

lako je zahvatanje ekstraokularnih miSi¢a neuobicajeno, ptoza se Cesto nalazi. Paraneoplasti¢ni

neuroloski sindromi povezani su gotovo isklju¢ivo sa sitnocelijskim karcinomom pluc¢a [15].

U sklopu endokrinog paraneoplasti¢énog sindroma, nailazimo na poviSene vrijednosti pojedinih
hormona, te poremecaj ravnoteze vode i elektrolita. Kod sitnocelijskog karcinoma pluéa, zbog
ektopi¢nog stvaranja adrenokortikotropnog hormona (engl. Adrenocorticotropic hormone-
ACTH) nailazimo na pojavu Kusingovog sindroma (slabost, gubitak miSi¢a, pospanost,
zbunjenost, moguca psihoza, ovisan edem, hipokalijemicka alkaloza, hiperglikemiju i ,,lice poput
mjeseca®). Skvamocelularni karcinom je povezan sa hiperkalcijemijom, koja najceS¢e nastaje

humoralnim mehanizmom, mada uzrok mogu biti i koStane metastaze.

Od skeletnih promjena izdvaja se pojava ,,baticastih prsta®, kao uvecanje terminalnih segmenata
prstiju na rukama ili nogama, koje nastaje zbog proliferacije vezivnog tkiva ispod nokta. Drugi
simptom vezan za skeletne promjene je sistemski poremecaj, hipertroficna osteoartropatija
(HOA). Obiljezava je bolna simetricna artropatija, gleznjeva, koljena, zapesc¢a, te periostalno
stvaranje novih kostiju u udaljenim dugim kostima ekstremiteta. Skeletne promjene su najcesce
povezane sa adenokarcinomom, rjede sa sitnocelijskim karcinomom pluc¢a. Ta¢an mehanizam
nije poznat, ali se u novije vrijeme povezuje sa prekomjernom ekspresijom vaskularnog

endotelnog faktora rasta (engl. Vascular endothelial growth factor-VEGF) [15,17].



1.4. Sirenje tumora pluca
Karcinom pluéa moze da se Siri intratorakalno i to direktnim Sirenjem i putem limfe ili

ekstratorakalno, daju¢i udaljene metastaze, naj¢eS¢e u jetru, nadbubrezne Zlijezde,

intraabdominalne limfne ¢vorove, te mozak i kicmenu mozdinu, limfne ¢vorove i kozu.

a)

Intratorakalno Sirenje karcinoma pluc¢a daje niz simptoma i znakova U zavisnosti od
zahvacenih struktura:

Povratna paraliza laringealnog nerva je ceS¢a kod lijevo lokalizovanih tumora, zbog
putanje samog laringealnog Zivca oko luka aorte $to uzrokuje promuklost.

Paraliza freni¢nog nerva se moze uociti i na rendgenskom snimku pluca, gdje se uocava
podignuta dijafragma i paradoksalno disanje.

Hornerov sindrom (jednostrani enoftalmus, ptosis, male zjenice i ipsilateralni izostanak
znojenja lica).

Pancoast tumor, naziva se i superiorni tumor sulcusa, a nastaje posteriorno u vrhu
gornjeg reznja u blizini brahijalnog pleksusa, obi¢no infiltriraju¢i korijene sedmog
vratnog i prvog i drugog torakalnog Zivca. To uzrokuje bol u ramenu sa Sirenjem niz
ulnarni dio ruke [17].

Sindrom Suplje vene (engl- Syndrome vene cave-SVC) nalazimo kod vise od polovine
pacijenata sa karcinomom pluca 1 to najces¢e kod sitnocelijskog tipa. Usljed direktne
invazije primarnim tumorom ili uvecanja desnih paratrahealnih limfnih ¢vorova, pacijent
se zali na oticanje lica, ukljucujuéi i1 vrat i vjede. Vidljive su i proSirene vene preko
gornjeg dijela trupa, ramena i ruku. Mogu biti prisutni glavobolja, vrtoglavica, posebno
priikom saginjanja, te pospanost, zamagljen vid, kasalj i disfagija [18].

Zhog zahvacenosti zidova grudnog kosa, vise od 50% pacijenata sa karcinomom pluca
se zali na bolove u prsima, koje opisuju kao prigusene i uporne. Kao posljedica
masivnog zahvatanja hilarnih 1 medijastinalnih limfnih ¢vorova, javlja se retrosternalna
bol. Na invaziju pleure 1 zida grudnog koSa, te metastaze rebara, obi¢no ukazuje jako
izrazena bol.

Bol zbog zahvatanja pleure moze nestati s pojavom pleuralnog izliva. Znak pleuralnog
izliva je tup zvuk prilikom perkusije 1 oslabljen disajni Sum.

Metastaze u srce i perikard obi¢no nastaju Sirenjem limfnim putem [17].



b) Ekstratorakalno Sirenje karcinoma plu¢a je najéeS¢e na mozak, nadbubreg i Kkosti.
Najcesca mjesta koStanih metastaza su kicma, karlica i butna kost. Udaljene metastaze u

koljeno i lakat su rijetke, zbog smanjene vaskularnosti [19].

» Pluca su primarno mjesto oko 70% karcinoma Kkoji se prvobitno pojavljuju sa
metastazama na mozgu. Metastaze na ki¢émenoj mozdini se javljaju rjede i to kod
bolesnika s cerebralnim metastazama. Kod pojave mozdanih metastaza moze se javiti
glavobolja, mu¢nina i povracanje, te zariSni neuroloski simptomi ili znaci, napadi,
zbunjenost 1 promjene licnosti.

» Najcesce metastaze koje se javljaju kao posljedica karcinoma pluca su jetrene metastaze.,
koje daju simptome slabosti i gubitka tezine i znak su loSe prognoze. Kod sitnocelijskog
karcinoma se mogu javiti metastaze nadbubrega i aortalnih limfnih ¢vorova.

» Karcinom plu¢a je prisutan kod cetvrtine pacijenata sa ovim karcinomom. Moze
metastazirati gotovo na svaku kost, najcesce na proksimalne duge kosti i aksijalni skelet
[17].

1.5. Radioloske karakteristike karcinoma pluca

Radiografija grudnog koSa je uobiCajena, polazna radioloSka pretraga u pulmologiji. Iako se
velika vecina primarnih karcinoma pluca otkriva upravo ovom tehnikom, postoje slucajevi kada
je radioloski nalaz uredan, a daljim dijagnostickim procedurama, zbog postojanja upornih
simptoma, utvrdi se suprotno. Isto tako, radiografija grudnog kosa je dovoljan postupak kada je
bolest u poodmakloj fazi, kada ve¢ postoje metastatske lezije kosti ili uvecani kontralateralni
medijastinalni limfni ¢vorovi (slika 1). Nasuprot tome, za otkrivanje metastaza medijastinalnih
limfnih ¢vorova i zida grudnog kosa, kao i medijastinalne invazije, radiografija grudnog kosa je

nedovoljno osjetljiva metoda [20].



Slika 1. Primarni karcinom pluc¢a

Rendgenski snimak grudnog koSa pokazuje nesitnocelijski karcinom pluca lijevog gornjeg reznja s
medijastinalnom i lijevom hilarnom adenopatijom. Primarni tumor je kavitaliziran i uocljivo je prisustvo

vazduha i slobodne te¢nosti. Image courtesy of Anne S. Tsao, MD.

Kompjuterizovana tomografija (engl. Computed tomography-CT) grudnog kosa je takode
standardizovana metoda u savremenoj dijagnostici oboljenja respiratornog trakta. Veoma je
korisna za pruzanje anatomskih detalja koji bolje definiSu mjesto tumora, njegovu blizinu
lokalnim strukturama, kao i eventualno uvecanje medijastinalnih limfnih ¢vorova [21]. CT ima
ograni¢enu korist u otkrivanju zahvacenosti zida grudnog i invaziji parijetalne pleure. Takve
lezije su klasifikovane kao T3 lezije i mogu se resecirati, stoga imaju veliki klinicki znacaj [20].
Za razliku od radiografije, CT moze otkriti ve¢inu tumora manjih od 2 cm i pogodan je za
otkrivanje nesitnocelijskih tumora pluc¢a [22]. Zbog svoje Siroke dostupnosti, primarni je i
najcesce koriS¢eni modalitet za ranu dijagnozu bolesnika s karcinomom pluca na osnovu
morfoloskih kriterijuma.

Magnetna rezonanca (engl. Magnetic Resonance Imaging - MRI) je, zbog svoje multiplanarne

sposobnosti, superiorna u odnosu na CT u slucaju utvrdivanja prosirenja tumora na zid grudnog
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kosa, medijastinuma, te zahvatanja ki¢menih prsljenova i brahijalnog pleksusa. Njen znacaj se
ogleda i u razlikovanju metastaze nadbubrezne Zlijezde od adenoma nadbubrega, kao i kod
sumnje na zahvaéenost endokranijuma malignim procesom [23].

Kao neinvazivna dijagnosticka metoda se u novije vrijeme koristi pozitron-emisiona tomografija
(engl. positron emission tomography-PET), koja se zasniva na bioloskoj aktivnosti malignih
¢elija. Njena korist se ogleda u dijagnostikovanju, planiranju lijeCenja i procjeni terapijskog
odgovora [24]. Glavni nedostatak PET-a su lazno pozitivni rezultati koji mogu da se pokazu kod
postojanja infekcije, hiperplazije, sarkoidoze, kao i relativno visoki troskovi svakog ispitivanja.
Postoje odredene radioloSke karakteristike prema kojima moZemo pretpostaviti o kojem
histoloskom tipu pluénog karcinoma se radi. Adenokarcinomi su obi¢no smjesteni periferno, za
razliku od karcinoida koji su locirani centralno. Na CT-u se, kod adenokarcinoma, uoava masa
koja podsje¢a na neprozirno mlije¢no staklo i sporijeg je rasta, promjera manjeg od 4 cm ili
Cvrsta masa koja ima tendenciju brzeg rasta. Adenoskvamozni karcinom se najcesée javlja kao
solitarni, periferni ¢vor, promjera 1-3 cm. U polovini slucajeva se uocava prisustvo fibroze ili
parenhimskog oziljka. Skvamocelularni karcinomi su centralno lokalizivani, promjera veéeg od 4
cm i sa prisutnom kavitacijom. Za sitnocelijski karcinom (SCLC) je karakteristicna masa u
hilumu ili u njegovoj okolini, sa invazijom medijastinuma, dok se krupnocelijski karcinom

prepoznaje po izuzetno brzom rastu i ranim metastaziranjem u medijastinum i mozak [25].

1.6. Histoloska klasifikacija tumora pluca

Zbog izuzetnih napredaka u genetici i terapiji karcinoma pluca u toku protekle decenije, postoje
znacajne promjene u klasifikaciji tumora Svjetske zdravstvene organizacije, SZO (engl. World
Health Organization, WHO) iz 2004. godine. U poredenju sa tom klasifikacijom, postoje brojne i
znacajne promjene kod karcinoma pluc¢a, od kojih vecina prati klasifikaciju adenokarcinoma
pluca iz 2011. koju je predlozila Medunarodna asocijacija za proucavanje karcinoma pluca
(engl. International Association for the Study of Lung Cancer, IASLC), Ameri¢kog torakalnog
drustva (engl. American Thoracic Society, ATS ) i Evropskog respiratornog udruZzenja (European
Respiratory Society, ERS), koja je u sustini usvojena samo sa minimalnim promjenama i postala

je sastavni dio klasifikacije karcinoma pluca iz 2015. godine [26].
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Klasifikacija tumora pluéa prema WHO iz 2015.godine

1.

EPITELNI TUMORI

Adenokarcinomi:

>

YV V. V VYV V

Y V VYV V

Lepidi¢ni adenokarcinom
Acinarni adenokarcinom
Papilarni adenokarcinom
Mikropapilarni adenokarcinom
Solidni adenokarcinom
Invazivni mucinozni adenokarcinom
o MijeSani invazivni mucinozni i nemucinozni adenokarcinom
Koloidni adenokarcinom
Fetalni adenokarcinom
Enteri¢ni adenokarcinom
Minimalno invazivni adenokarcinom
o Mucinozni
o Nemucinozni
Preinvazivne lezije
o Atipi¢na adenomatozna hiperplazija
o Adenokarcinoma in situ
- Mucinozni

- Nemucinozni

Skvamozni karcinomi:

>

Keratiniziraju¢i skvamozni karcinom

» Nekeratiniziraju¢i skvamozni karcinom

>
>

Bazaloidni skvamozni karcinom
Preinvazivne lezije

o Skvamozni karcinom in situ
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Neuroendokrini tumori:
» Mikrocelularni karcinom
o Kombinovani mikrocelularni karcinom
» Krupnocelijski neuroendokrini karcinom
o Kombinovani krupnocelijski neuroendokrini karcinom
» Karcinoidi
o Tipicni
o Atipi¢ni
» Preinvazivne lezije
o Difuzna idiopatska pluéna neuroendokrina hiperplazija
Krupnocdelijski karcinom
Adenoskvamozni karcinom
Pleomorfni karcinom
Vretenastocelijski karcinom
Gigantocelularni karcinom
Karcinosarkom
Pulmonarni blastom
Drugi i neklasifikovani karcinomi:
» Limfoepitelioma like karcinom
» NUT karcinom
Tumori tipa pljuvacnih Zlijezda:
» Mukoepidermoidni karcinom
» Adenoid cisti¢ni karcinom
> Epitelijalni-mioepitelijalni karcinom
» Pleomorfni adenom
Papilomi:
» Skvamozni papilom
o Egzofitni
o Inveterirani

» Glandularni papilom
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» Mijesani skvamozni i glandularni papilom
Adenomi:

» Skleroziraju¢i pneumocitom
Alveolarni adenom
Papilarni adenom

Mucinozni adenom

YV V V VYV

Adenom tipa pljuvacnih zlijezda

2. MEZENHIMALNI TUMORI

Pulmonarni hamartom
Hondrom
PEComatozni tumori

» Limfangioleiomyomatosis

> Benigni PECom

o Svijetloc¢elijski tumor

» Maligni PECom
Kongenitalni peribronhijalni miofibroblasti¢ni tumor
Difuzna pulmonarna limfangiomatoza
Inflamatorni miofibroblasti¢ni tumor
Epiteloidni hemangioendoteliom
Pleuropulmonarni blastom
Sinovijalni sarkom
Sarkom pluc¢ne arterije
Pulmonarni miksoidni sarkom sa EWSR1-CREBL1 translokacijom
Mioepitelijalni tumori:

> Mioepitelioma

» Mioepitelijalni karcinom
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3. LIMFOHISTIOCITNI TUMORI

Ekstranodalni B ¢elijski limfom marginalne zone MALT porijekla
Difuzni krupnocelijski B limfom

Limfomatoidna granulomatoza

Intravaskularni krupnocdelijski B limfom

Pulmonarna Langerhans cCelijska histiocitoza

Erdheim-Chester-ova bolest

4. TUMORI EKTOPICNOG PORIJEKLA

Germinativni Celijski tumori
» Zreli teratom
> Nezreli teratom
Intrapulmonalni timom
Melanom

Meningeom, NOS

5. METASTATSKI TUMORI

Veliki napredak u dijagnozi i lijeCenju karcinoma pluca, u protekloj deceniji, kada se terapijski
protokoli zasnivaju na specificnim histoloskim i genetskim karakteristikama tumora pacijenata,
daju novu vaznost u definitivnoj histoloskoj 1 genetskoj klasifikaciji karcinoma pluca. Pored
prethodnog, prognosticki znacajnog diferenciranja dvije grupe karcinoma pluc¢a na sitnocelijski i
nesitnocelijski karcinom, napredak u razumijevanju molekularnog mehanizma nastanka i
progresije tumora obavezao je dalju preciznu klasifikaciju nesitnocelijskog karcinoma pluéa
(engl. non-small cell lung cancer, NSCLC) u specificne patoloSke podtipove (npr.
adenokarcinom u odnosu na skvamozni kacinom). Definitivna diferencijacija nemikrocelularnog
karcinoma na adenokarcinom i non-adenokarcinom ima prije svega terapijski i prognosticki

znacaj [26].
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1.7. Stadiranje tumora pluca

Za stadiranje tumora pluca se koristi TNM (tumor, nodus, metastaze) klasifikacija, koju su
odobrili Ameri¢ki komitet za karcinom (engl. American Joint Committee for Cancer-AJCC) i
Internacionalno udruzenje protiv karcinoma (engl. Union Internationale Contre le Cancer-
UICC) [27,28]. Klasifikacija je, od svog prvog izdanja, napretkom i novim saznanjima, dozivjela
nekoliko revizija, za Sta je prije svega zasluzno Medunarodno udruzenje za proucavanje
karcinoma pluc¢a (engl. International Association for the Study of Lung Cancer-lASLC).
Revidirano izdanje priru¢nika AJCC-a (8. izdanje) objavljeno je krajem 2016. godine i na snazi
je za sve slucajeve karcinoma pluéa zabiljezene 1. januara 2018. godine ili poslije [27,28].
Osnovni zadatak TNM klasifikacije je pomo¢ klini¢arima u planiranju lijeCenja, te olakSan put
razmjene informacija medu raznim centrima. Sam TNM sistem, zapravo opisuje veli€inu 1 stepen
lokoregionalne invazije primarnim tumorom (T) (tabela 3), obim zahvacenosti regionalnih

limfnih ¢vorova (N), te prisustvo ili odsustvo intratorakalnih ili udaljenih metataza (M) [29,30].
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Tabela 3. TNM Klasifikacija [30]

Primarni tumor se ne moze procijeniti ili se tumor dokaze

X prisustvom malignih ¢elija u sputum, ali se ne moze
vizualizirati radioloSkim pregledom ni bronhoskopjom
TO Ne postoji dokaz o primarnom tumoru

Carcinoma in situ

Tis Squamous cell carcinoma in situ (SCIS)

Adenocarcinoma in situ (AIS): adenokarcinom ¢isto lipidnog
izgleda, najveéeg promjera do 3 cm

Tumor od 3cm ili manjih dimenzija, obuhvaden plu¢ima ili
Tl visceralnom pleurom, bez bronhoskopske potvrde o invaziji
proksimalno od lobarnog bronha (tj. ne u glavnom bronhu)

) Minimalno invazivni adenokarcinom:adenokarcinom (najveca
Timi dimenzija < 3 cm) sa pretezno lepidnim uzorkom i invazijom <
5 mm u najvecéoj dimenziji

Tumor <1 cm u najvec¢oj dimenziji. Povrsinski Sire¢i tumor bilo
T1a koje veliCine ¢ija je invazivna komponenta ogranicena na
bronhijalni zid i moZe se prostirati proksimalno do glavnog
bronha takode je klasifikovan kao T1a, ali su ovi tumori rijetki.
T1b Tumor veli¢ine od 1 do 2 cm

Tlc Tumor velié¢ine od 2 do 3 cm

Tumor sa bilo kojom prate¢om karakteristikom za veli¢inu ili
proSirenost: - Tumori veli€ine izmedu 3- 5cm, - smjeSteni u
T2 glavnom bronhu, distalno od glavne karine 2 cm i vise - koji
zahvataju visceralnu pleuru, udruZzeni sa atelektazom ili
opstruktivnim pneumonitisom koji se $iri do hilusa, ali ne
zahvata cijelo pluéno krilo

T2a Tumor od 3 do 4 cm

T2b Tumor od 4do5cm

Tumor veli¢ine od 5 do 7 cm ili koji zahvata grudni zid
T3 (ukljucujué¢i  sulcus  superior  tumore),  dijafragmu,
medijastinalnu pleuru, parijetalni perikard; ili tumori koji daju
satelitske noduse u istom plu¢nom lobusu

Tumor ve¢i od 7 cm ili tumor bilo koje veli¢ine, a koji zahvata:
dijafragmu, medijastinum, srce, velike krne sudove, traheju,

T4 rekurentni nerv, jednjak, ki¢mene prsljenove, karinu, te kod
kojeg nalazimo pojedinacne tumorske ¢vorove u ipsilateralnom
reznju.
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NX Regionalni limfni ¢vorovi se ne mogu
procijeniti

NO Bez metastaza u regionalnim  limfnim
cvorovima
Metastaze u istostranim peribronhijalnim i/ili

N1 istostranim hilarnim ¢vorovima 1

intrapulmonalni ¢vorovi zahvaceni direktnom
invazijom primarnog tumora

N2 Metastaze u istostranim medijastinalnim i/ili
subkarinalnim limfnim ¢vorovima

Metastaze u kontralateralnim medijastinalnim,
kontralateralnim hilarnim limfnim ¢vorovima,
N3 istostranim ili kontralateralnim skalenskim ili
supraklavikularnim limfnim ¢vorovima

Udaljene metastaze se ne mogu

MX e

procijeniti
MO Bez udaljenih metastaza
M1 Postoje udaljene metastaze

Odvojeni  tumorski  ¢vorovi u
kontralateralnom reznju; tumor sa
Mila pleuralnim ili perikardnim ¢vorovima
ili malignim pleuralnim ili
perikardnim izlivom

Pojedinacne ekstratorakalne metastaze

M1b u jednom organu (ukljucujuéi
postojanje  jednog  neregionalnog
¢vora)

M1c VisSestruke ekstratorakalne metastaze

u jednom ili viSe organa
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1.8. Lokalizacija tumora pluca

U zavisnosti od lokalizacije, karcinomi pluca se dijele na centralne, intermedijarne, periferne i
paracentralne. Centralni vode porijeklo iz glavnog ili lobarnog bronha, te stoga daju opstruktivne
smetnje i dovode do pneumonije, bronhiektazija i atelektaze. Periferni su porijeklom iz bronha
od pete generacije grananja pa nadalje, a intermedijarni iz segmentalnog ili subsegmentalnog
bronha. Paracentralni su lokalizacijski, svojim rastom u blizini hilusa, a porijeklom su iz sitnijeg
bronha [31].

Skvamozni karcinomi su najc¢esc¢i sredi$nji tumori. Mogu se prosiriti u regionalne limfne ¢vorove
I pojaviti kao hilarna ili medijastinalna masa s pomijeranjem medijastinuma na ipsilateralnu
stranu, te dovesti do propadanja dijela ili cijelih plu¢a [32]. Kad se javi periferno, skvamozni
karcinom nalazimo kao solitarni pluéni ¢vor (<3 cm) ili kao masa (> 3 c¢m). Takode, mogu se
javiti u gornjem pluénom reznju, kad dovodi do razaranja lednih rebara i izazivaju Hornerov

sindrom. Takve tumore nazivamo Pancoast [33].

Periferno, najcesce se javljaju adenokarcinomi i to kao cvoriéi veli¢ine ispod 4 cm. Veoma
rijetko se javljaju u centralnom dijelu pluca, kao hilarna ili perihilarna masa 1 veoma rijetko, za

razliku od skvamoznog karcinoma stvaraju kavitacije.

Nasuprot adenokarcinomu, SCLC se najée$c¢e pojavljuje upravo kao hilarna ili perihilarna masa,
sa medijastinalnom limfadenopatijom [34]. Otprilike 5% SCLC predstavlja periferne lezije

izgleda kovanice [35].

Karcinomi velikih ¢elija su, kao velike mase, najces¢e prisutni na periferiji pluca, ali mogu
ukljucivati 1 subsegmentalne ili velike bronhije. Ovakvi tumori Cesto zauzimaju 1 visceralnu

pleuru, grudni kos, kao 1 okolne strukture.

Periferno nalazimo 1 krupnocelijski neuroendokrini tumor, dok je za bazaloidni karcinom pluca
karakteristi¢an egzofitni rast bronha [36]. Adenskvamozni karcinom karakteriSe sredi$nji oziljak.

Njegova lokalizacija, kao i ve¢ine NSCLC tumora je periferna [37].
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Sarkomatoidni karcinomi mogu nastati u sredisSjem dijelu, ali i u periferno i1 to ¢esS¢e u gornjim
reznjevima. Pleomorfni carcinomi pokazuju tendenciju invazije grudnog kosa. Cesto je rije¢ o
velikim, perifernim tumorima [38]. Tipi¢ni karcinoid se moze javiti u bilo kojem dijelu pluca,

dok je atipi¢ni ¢escée periferni [39].

1.9. Makroskopske karakteristike tumora pluca

Makroskopski, karcinom pluca, u zavisnosti od histoloskog tipa, moze da raste:

- endobronhijalno, egzofitno, karfiolasto i polipoidno;

- intramuralno, pri ¢emu cirkularno obuhvata bronh bez znacajnijeg suzenja lumena;
- medijastinalno, ve¢i deo tumorske mase se nalazi van plu¢a u medijastinumu;

- u obliku perifernog ¢vora okruglog ili policikli¢nog;

- u vidu karcinomske ’kaverne”, ako centralni deo ¢vora nekrotise;

- difuzno mrezasto (retikularno, tj. limfangiti¢no), ako se karcinom Siri kroz limfatike

intersticijuma;
- pneumonicno, odnosno intraalveolarno;
- pseudomezotelijalno, kada se tumor Siri van pluca po pleuri u vidu debele Svarte;

- kao karcinom u oziljku, ako je ¢vor lokalizovan subpleuralno sa pupc¢asto uvu¢enom pleurom i

velikom koli¢inom veziva;

- kao Pancoast, ako je lokalizovan u pluénom vrhu i infiltriSe strukture gornje torakalne aperture
[31].

Adenokarcinomi plu¢a mogu biti pojedinacni ili multipli, raznih veli¢ina. Makroskopski izged
im je raznolik, ali se moze grupisati u Sest razliitih obrazaca javljanja. Kod jednih je izrazena

sivo-bijela srediSnja fibroza, a ako je prisutna i invazija, onda je moguce prisustvo nekroze,
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kavitacije i krvarenja. Rubovi tumora mogu biti lobulirani ili loSe definisani zvjezdastim rubom.
Zbog obilne koli¢ine prisutnog mucina, neki perferni tumori mogu imati Zelatinoznu strukturu.
Drugi uzorak adenokarcinoma je centralni ili endobronhijalni tumor [40]. Kod nekih su uocljive
difuzne pneumonijske promjene, lobarna konsolidacija sa ofuvanom osnovnom arhitekturom.
Cetvrti moguéi izgled adenokarcinoma je posljedica difuzne bilateralne pluéne bolesti, te se
nekad nalaze raSireni ¢vorovi razlicitih dimenzija 1 u svim reznjevima, a u nekim slucajevima,
zbog raSirenog limfogenog Sirenja, izgled sugeriSe intersticijsku pneumoniju. U petom uzorku se
vidi periferno Sirenje, kao i duz visceralne pleure, sa zadebljanjem koje podje¢a na koru. Tim
izgledom oponasa maligni mezoteliom [41]. Mogu¢ je jo$ jedan izgled adenokarcinoma, kada se

on razvija u pozadini fibroze, kao lokalizovan oziljak ili difuzna intersticijska fibroza [42].

Skvamozni tumori pluéa su najéesce sivi ili bijeli, $to zavisi od stepena fibroze. Cvrsti su, sa
prisutnim fokalnim depozitima ugljicnog pigmenta i zvjezdolikim uvlacenjem na periferiji.
Mogu dosti¢i veée dimenzije sa prisutnom kavitacijom. SrediS$nji skvamozni tumori tvore

intraluminalnu polipoidnu masu [43].

SCLC tumori su obi¢no bijelo-zutosmede boje, oskudne perihilarne mase sa opseznom
nekrozom. Cesto zahvataju limfne ¢vorove. Unutar pluc¢a se obicno Siri duz bronha, kroz

submukozu ili rubno. Cesto su zahvaéeni limfatici [35].

Krupnocelijski karcinom plu¢a ima karakteristian ruzicasti izgled. Tumor je mekan, Cesto sa

nekrozom, ponekad sa prisutnim krvarenjem. Kavitacije rijetko nalazimo.

Karcinoidi mogu nastati periferno ili centralno. Rijetko su ve¢i od 3 do 4 cm u promjeru.
Periferni su ¢vrsti i nodularni [44]. I tipi¢ni i atipini karcinoid tvore Cvrste, jasno definisane,
zute do Zutosmede tumore. Tipi¢ni karcinoid je Cesto endobronhijalni, netaknute ili ulcerisane
gornje sluznice, sa moguc¢om skvamoznom metaplazijom. Ostali karcinoidi prodiru u susjedni

pluéni parenhim [42].
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1.10. Citoloske karakteristike adenokarcinoma pluca

Citologija ima veliku ulogu u dijagnostici karcinoma plu¢a, posebno u razlikovanju
adenokarcinoma od plocastih ¢elija [45]. Diferencijacija adenokacinoma se moze citoloski
izraziti u vise arhitektonskih obiljezja, od izgleda ravne ploce ili trodimenzionalnih ¢elijskih
kuglica, do pseudopapilarnih skupina ili pravih papila sa centralnim fibrovaskularnim jezgrama,
te kohezivnim nakupinama sa akinarnim strukturama (slika 2a). Moze da ima izgled ,,drvene
ograde® ili kao ,,pijano sace“ (slika 2b). Pojedinacne celije adenokarcinoma obi¢no imaju
bazofilnu citoplazmu, koja moze biti homogena, izrazito zrnasta ili pjenasta i obi¢no prozirna,
Cesto sa citoplazmatskim vakuolama (slika 2C). Jezgro se cCesto nalazi ekscentricno sa

hromatinom koji varira od sitno zrnatih, jednoli¢nih do hiperhromatskih, grubih sa nepravilno

distribucijom. Vec¢ina tumorskih ¢éelija ima jedan makronukleolus [46].

Slika 2. Adenokarcinom, ciologija.

a) Ravan, kohezivan izgled jednoli¢nih zljezdanih c¢elija, koje karakteriSe blaga promjenjivost
nuklearnih veli¢ina, neupadljivi nukleoli, veoma delikatna citoplazma i nizak nivo poremecaja
polariteta (nuklearna guzva).

b) Ravan, kohezivan izgled jednoli¢nih Zljezdanih ¢elija ima obilnu, bistru citoplazmu ispunjenu
mucinom i nepravilno rasporedene jezgre u obliku “pijanog saca”, karakteristicno za invazivi
mucinozni adenokarcinom.

¢) Luminalni prostor je okruzen zljezdanim Celijama sa delikatnom citoplazmom i izrazito malignim,

Cesto ekscentri¢no postavljenim jezgrama, od kojih svaka ima dobro razvijen nucleolus [46].

22



Dakle, ¢celije adenokarcinoma u citologiji mogu biti jednostruke ili rasporedene u
trodimenzionalne morule, acine, pseudopapile, prave papile sa fibrovaskularnim jezgrama i/ili
plocama celija. Granice Celijskih nakupina su obi¢no ostro zbrisane. Koli¢ina citoplazme je
promjenjiva, ali je najcesc¢e relativno obilna. Vecinom je homogena ili zrnasta, rjede pjenasta
zbog obilnih masnih nejasnih vakuola. Jedna velika mucinirana vakuola moze biti istaknuta i u
nekim slucajevima, rasprsuje citoplazmu i komprimira jezgro do jednog ruba, tvore¢i takozvanu
¢elijsku prstenastu stanicu. Jezgre su obi¢no pojedinacne, ekscentri¢ne i okrugle do ovalne, s
relativno glatkim konturama i minimalnom nuklearnom nepravilnoséu. Hromatin je fino zrnat i
ravnomjerno rasporeden u bolje diferentovanim tumorima, a grub i nepravilno rasporeden ili
hipernromatski kod slabo diferentovanih tumora. Nukleoli su u veéini tumora istaknuti i

karakteristi¢no su jednostruki, makronukleoli, variraju od glatkih i okruglih do nepravilnih [4].

1.11. HistoloSke karakteristike adenokarcinoma pluca

Karcinom zlijezdanih celija je naj€eS¢i histoloski tip karcinoma pluca, sa daljim porastom
incidencije. Adenokarcinom pluca je zlocudni epitelni tumor sa zljezdanom diferencijacijom.
HistoloSki variraju od dobro diferentovanih tumora s ociglednim zljezdanim elementima do
papilarnih lezija slicnih drugim papilarnim karcinomima, te do C¢vrstth masa sa samo
povremenim zlijezdama i ¢elijama koje stvaraju mucin. Adenokarcinomi rastu u razli¢itim

obrascima, ukljucujuéi acinarne, papilarne, bronhiolo-alveolarne i ¢vrste s tvorbom mucina [47].

Zapravo, 2011. godine nova Klasifikacija adenokarcinoma pluca predlozila je znacajne promjene
klasifikacije WHO 2004. =za resecirane tumore, ukljucujuéi: 1) ukidanje izraza
bronhioloalveolarni karcinom i1 mijeSani podtip adenokarcinoma; 2) dodavanje adenokarcinoma
in situ kao preinvazivne lezije, radi pridruzivanja atipicne adenomatozne hiperplazije; 3)
dodavanje minimalno invazivnog adenokarcinoma; 4) razvrstavanje invazivnih adenokarcinoma
prema prevladavajuéem podtipu nakon sveobuhvatnog histoloSkog podtipiziranja
polukvantitativno procjenom postotka razli¢itih podtipova koji su prisutni u koracima od 5%; 5)
upotreba termina “lepidic” za neinvazivhu komponentu (prethodno Kklasifikovanu kao
bronhioloalveolarni karcinom); 6) uvodenje izraza invazivni mucinozni adenokarcinom za
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adenokarcinom prethodno klasifikovan kao mucinozni bronhioalveolarni karcinom, iskljuc¢ujuéi
tumore koji udovoljavaju kriterijima za adenokarcinom in situ ili minimalno invazivni
adenokarcinom; 7) ukidanje podtipova adenokarcinoma prozirnih ¢elija 1 zastitnog prstena i
njihovo prepoznavanje kao svojstva kada je prisutna bilo koja koli¢ina, ma koliko mala; 1 8)
ukidanje termina mucinozni cistadenokarcinom, i ukljucuju¢i ih pod kategoriju koloidnog

adenokarcinoma [47].

U trenutnoj Kklasifikaciji nediferentovani karcinomi koji su ranije bili klasifikovani kao karcinomi
velikih c¢elija, ali koji izrazavaju imunohistokemijske markere pneumocita, ukljucuju se, kao 1
oni koji pokazuju ekspresiju mucina, u kategoriju Cvrstih adenokarcinoma. Invazivni
adenokarcinom ¢ini 70-90% svih operativno reseciranih sluéajeva, s varijancom koja odrazava
razlike u prevalenciji adenokarcinoma in situ i minimalno invazivnog adenokarcinoma. Invazivni
adenokarcinom karakteristi¢no se sastoji od slozene heterogene mjesavine histoloskih podtipova,

koje Cesto predstavljaju morfoloski kontinuum, a ne diskretni odjeljci.

U revidiranoj Kklasifikaciji, termin koji prevladava dodan je svim kategorijama invazivnih
nemuscinoznih ADC-a, jer je vecina ovih tumora heterogena, a sastoji se od mjesavina

histoloskih podtipova [47].

1.12. Histoloski subtipovi adenokarcinoma pluca

Podklasifikacija adenokarcinoma pluca bila je izazov za revizore ranije klasifikacije, jer je
poznato da je primarni adenokarcinom plu¢a u mnogim aspektima vrlo heterogena neoplazija, ne
samo po svojoj histopatoloskoj slozenosti, ve¢ 1 u pogledu molekularnog, klini¢ckog, radioloskog

i hirurs§kog aspekta.

Uporedo s Klasifikacijom IASLC / ATS / ERS, upotreba termina bronhoalveolarni karcinom
(engl. Bronchoalveolar carcinoma-BAC) prekinuta je i zamijenjena je sa pet odredenih
dijagnostickih kategorija, a to su mucinozni i nukleinski adenokarcinom in situ (engl.

Adenocarcinoma in situ-AlS), minimalno invazivni adenokarcinom (engl. Minimally invasive
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carcinoma-MIA), lepidi¢ni prevladavajuci adenokarcinom i invazivni mucinozni adenokarcinom

[26,48].
a) Preinvazivne lezije

U trenutnoj klasifikaciji atipicna adenomatozna hiperplazija (engl. Atypical adenoomatous
hyperplasia-AAH) opisana je kao lokalizovana, mala (obi¢no 5 mm ili manje) proliferacija, od
blago do umjereno atipi¢nih pneumocita tipa II i / ili klupskih stanica (ranije nazvanih Clara
stanice) nastalih u centriacinarnoj regiji i obloge alveolarnih zidova, a ponekad i respiratornih
bronhiola. U kategoriji preinvazivnih lezija, AAH je suprotan od plocaste displazije. Lezija se
obi¢no slu¢ajno nade tokom pregleda hirurskih uzoraka. Razlikovati visecelijski 1 atipi¢ni AAH 1
adenokarcinom in situ (AIS) moze biti tesko. AlS je mali (manji od 3 cm), solitarni nemucinozni
ili mucinozni adenokarcinom C¢istog lepidicnog rasta, bez nedostatka stromalne, vaskularne i
pleuralne invazije. Nuklearna atipija je odsutna ili neupadljiva. Dijagnoza AlS-a moze se
postaviti samo u reseciranom tumoru uz poznavanje veli¢ine tumora i pregledom cijelog tumora

kako bi se potvrdilo da nema invazivne komponente [26].
b) Minimalno invazivni adenokarcinom

Minimalno invazivni adenokarcinom (MIA) je mali (manji od 3 cm), solitarni adenokarcinom s
pretezno lepidnim uzorkom 1 invazijom < 5 mm u najvecoj dimenziji. Invazivna komponenta
ukljuCuje bilo koji histoloski podtip osim lepidiénog uzorka, tj. acinarni, papilarni,
mikropapilarni, ¢vrsti, koloidni, fetalni ili invazivni mucinozni adenokarcinom i tumorske celije
koje infiltriraju miofibroblasticnu stromu. Dijagnoza MIA se iskljuuje ako tumor napadne
limfu, krvne sudove, vazdusni prostor ili pleuru, sadrzi nekrozu tumora ili se $iri kroz vazdusne

prostore [48].
¢) Invazivni adenokarcinom

Invazivni adenokarcinomi predstavljaju vise od 70 do 90% hirurski reseciranih adenokarcinoma
pluca s varijacijom koja odrazava razlike u prevalenciji adenokarcinoma in situ (AIS) i
minimalno invazivhom adenokarcinomu (MIA). Sastoje se od sloZene heterogene mjeSavine
histoloskih podtipova, koja se moze poOSmatrati kao morfoloski 1 bioloski kontinuum.

Adenokarcinomi koji pokazuju ¢isti pojedinacni uzorak relativno su rijetki [48].
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d) Lepidni adenokarcinom

Lepidi¢ni adenokarcinom sastoji se od blagih pneumocitnih tumorskih ¢elija koje rastu duz
povrsine alveolarnih zidova, sli¢cno morfologiji definisanoj za AlS i MIA. Invazivna komponenta
adenokarcinoma prisutna je u najmanje jednom fokusu dimenzija > 5 mm u najveéoj dimenziji.
Izraz lepidi¢ni preovladuju¢i adenokarcinom definiSe nemucinozni adenokarcinom koji ima

lepidic¢ni rast kao svoju prevladavajuc¢u komponentu [47].
e) Acinarni adenokarcinom

Najces¢i dominantni uzorak u adenokarcinomu pluéa je acinarni obrazac. Acinarni
adenokarcinom pokazuje vecinsku komponentu Zljezdanih struktura, okruglog do ovalnog
oblika, sa sredi$njim luminalnim prostorom okruzenim tumorskim ¢elijama. Neoplasti¢ne Celije i
zljezdani prostori mogu sadrzavati mucin. Kad lepidi¢ni rast formira gnijezda zarobljena
kolapsom, morfologiju moze biti tesko razlikovati od acinarnog uzorka. Medutim, kad se izgubi
alveolarna arhitektura i / ili postoji miofibroblasticna stroma, uzima se u obzir dijagnoza
invazivnog acinarnog adenokarcinoma. U trenutnoj klasifikaciji WHO-a, kribriformni uzorak za
koji je karakteristiCna zljezdana fuzija i slozenost zlijezdanih struktura takoder se svrstava u

kategoriju acinarnog adenokarcinoma [48].
f) Papilarni adenokarcinom

Papilarni podtip sastoji se od zlo¢udnih kuboidnih do stupolarnih Zljezdanih ¢elija koje rastu duz
srediSnjih fibrovaskularnin jezgara. To bi trebalo razlikovati od tangencijalnog presjeka
alveolarnih zidova na podrucju lepidicnog adenokarcinoma. Ako tumor ima lepidic¢ni rast, ali su
alveolarni prostori ispunjeni papilarnim strukturama, tumor se klasifikuje kao papilarni

adenokarcinom. Miofibroblasticka stroma nije potrebna za dijagnostikovanje ovog obrasca [48].
g) Mikropapilarni adenokarcinom

Klasifikacija IASLC / ATS / ERS pokrenula je novi mikropapilarni podtip. Glavnha komponenta
mikropapilarnog adenokarcinoma su tumorske c¢elije koje rastu u papilarnim nakupinama, tvoreci
cvjetove kojima nedostaju fibrovaskularne jezgre karakteristicne za papilarni adenokarcinom.

Ove cvjetnice se mogu pojaviti odvojene od alveolarnih zidova ili su povezane sa njima. Celije
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tumora obi¢no su malene i kuboidne, a imaju promjenjivu atipiju. Zljezdane strukture u obliku
prstena mogu naizgled plutati unutar alveolarnih prostora. Vaskularna i stromalna invazija je

Cesta, a mogu se vidjeti | psamomska tjelasca [26].
h) Solidni adenokarcinom

Solidnom adenokarcinomu nedostaju prepoznatljivi obrasci adenokarcinoma, tj. acinarni,
papilarni, mikropapilarni ili lepidicni rast i pokazuju poligonalne tumorske celije koje rastu u
¢vrstim listovima ili gnijezdima. Ako je tumor 100% (Cisti) solidni, unutarcelijski mucin mora

biti prisutan u najmanje pet tumorskih celija [47].
Varijante adenokarcinoma

Invazivni mucinozni adenokarcinom (IMA) uklju¢uje adenokarcinome koji su prethodno
klasifikovani kao mucinozni BAC, sa tumorskim c¢elijama koje imaju peharastu i / ili kolonastu
morfologiju sa obilnim intracitoplazmatskim mucinom i malim, u osnovi smjestenim jezgrama.
Nuklearna atipija je karakteristicno neupadljiva ili je nema. Okolni alveolarni prostori ¢esto se
ispunjavaju mucinom. Moze se vidjeti bilo koji obrazac rasta, osim ¢vrstog: acinarni, papilarni,
mikropapilarni i lepidi¢ni, pri ¢emu je lepidi¢ni uzorak najée$c¢i. Rijetko se mogu pojaviti
mjeSavine mucinoznih i nukleinskih adenokarcinoma. Ako ima > 10% svake komponente, tumor
treba klasifikovati kao mijeSani invazivni mucinozni i neminuozni adenokarcinom s opisom
svake komponente. Kod koloidnog adenokarcinoma obilni bazeni izvanéelijskog mucina
zamjenjuju vazdusne prostore i razaraju njihove zidove. Celije tumora mogu &initi samo mali
postotak ukupnog tumora i biti vrlo dobro diferentovane i neprimjetne. Fetalni adenokarcinom
(bivsi pluéni blastom) sastoji se od slozenih Zljezdanih struktura koje oponasaju razvijajuci epitel
u pseudoglandularnoj fazi pluca fetusa, dok enteri¢ki adenokarcinom nalikuje adenokarcinomima

koji nastaju u kolorektumu [48].
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1.13. Genetski profil adenokarcinoma pluca

Utvrdene su brojne promjene gena koje imaju uticaj u odabiru terapije. Ispitivanje uzoraka
karcinoma plu¢a na ove promjene vazno je za identificiranje potencijalno djelotvornih ciljanih

terapija, kao i izbjegavanje terapija koje vjerojatno neée pruziti klini¢ku korist [30].

Trenutno je u adenokarcinomu pluéa poznato nekoliko promjena “drajver” gena, kao Sto su:
epidermalni faktor rasta (engl. epidermal growth factor receptor-EGFR), KRAS, BRAF,
ERBB2/HER2, anaplasti¢ni limfom kinaza (engl. Anaplastic lymphoma kinase-ALK), ROS1,
RET, NTRK1 i NRGI. Klinicki najrelevantije su EGFR i ALK mutacije, jer su za pacijente, Ciji
tumori dokazano imaju ove molekularne poremecaje, odobreni i dostupni ciljani lijekovi [47].
HER1, ROS1 i NTRKI1 dijele klini¢kopatoloske karakteristike sa EGFR i ALK mutacijama, u
smislu uées¢a koje je gotovo specifiéno za adenokarcinom pluca, posebno kod TTFI1(engl.
thyroid transcription factor 1-TTF1) pozitivnih adenokarcinoma, a gotovo uvijek kod Zena,
nepusaca. Dakle, postoje klinic¢ke razlike izmedu adenokarcinoma kod pusaca i nepusaca. KRAS

mutacije ¢e$c¢e nalazimo kod pusaca [49].

Najvecu histolosko-molekularnu  korelaciju  nalazimo kod invazivnog mucinoznog
adenokarcinoma, kod kojeg je uocen visok postotak KRAS, dok je manje EGFR mutacija. U
vecini invazivnih histoloskih podtipova adenokarcinoma mogu se na¢i EGFR 1 KRAS mutacije,
kao i ALK pregrupisanje. Same EGFR mutacije se povezuju sa nemucinoznim
adenokarcinomima, naj¢es¢e lepidi¢ni ili papilarni, dok se KRAS mutacije najceS¢e nalaze u
solidnim adenokarcinomima, ali ih moZemo na¢i i u tumorima koji proizvode vancelijski mucin.
ALK rearanziranje je u veéini slu¢ajeva povezano sa acinarnim uzorkom [47]. Adenokarcinomi

sa mikropapilarnim uzorkom imaju vecu ucestalost EGFR mutacija u odnosu na one bez tog

uzorka [50].

Fuzijski geni su nedavno identifikovani kao onkogeni pokretaci. Kod invazivnih mucinoznih
adenokarcinoma su Cesto prisutne KRAS mutacije. Stoga su, Nakaoku i sar. ispitali 34 slucaja
IMA bez KRAS mutacije [51]. Identifikovano je pet onkogenih fuzija: CD74 — NRG1, SLC3A2
— NRG1, EZR- ERBB4, TRIM24 — BRAF i KIAA1468 — RET. Ovi fuzijski geni bili su
medusobno iskljuceni iz KRAS mutacija. Fuzije NRG1 bile su prisutne u 17,6% (6/34) KRAS
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divljih vrsta IMA. S obzirom da su fuzije NRG1, ERBB4, BRAF i RET potencijalne

molekularne mete, njihova klini¢ka primjena obecava [52].

1.14. Prognosticki i1 prediktivni faktori u adenokarcinomu pluca

Nekoliko biomarkera pojavilo se kao prediktivni i prognosticki markeri za NSCLC. Prediktivni
biomarker pokazatelj je terapijske djelotvornosti jer postoji interakcija izmedu biomarkera i
terapije na ishod pacijenta. Prognosticki biomarker ukazuje na prezivljavanje pacijenta nezavisno

o primljenom tretmanu, jer je biomarker pokazatelj urodenog ponasanja tumora [30].

Prediktivni biomarkeri ukljuéuju ALK fuzijski onkogen (fuzija izmedu ALK-a i drugih gena
(npr. Ehinoderm mikrotubuli povezani s proteinima slicnim 4), ROS1 izmjena gena,
senzibiliziranje mutacija gena EGFR, mutacije BRAF V600E i ekspresija PD-L1. Nastali
prediktivni biomarkeri ukljucuju mutacije ERBB2 (poznate i kao HER2) mutacije,
reorganizovanje RET gena, visok nivo MET mutacije ili presko¢ena MET exon 14 mutacija
(METex14) i mutacijsko optere¢enje tumora (TMB). Prisutnost delecija EGFR na egzonu 19 ili
mutacija na egzonu 21 L858R je prediktivna za lijecenje terapijom inhibitorom EGFR tirozin
kinaze (EGFR TKI) (npr. Erlotinibom); Stoga se ove mutacije nazivaju senzibiliziraju¢im
mutacijama EGFR-a. Prisutnost mutacija EGFR-a na egzonu 19 (LREA) ili mutacija na egzonu
21 L858R ne cini se prognostickim za prezivljavanje bolesnika s NSCLC, neovisno o terapiji
[53].

ALK fuzijski onkogeni (tj. rearanziran ALK gen) i ROS1 preuredenja su prediktivni biomarkeri
koji su identifikovani u malom podskupinu bolesnika s NSCLC; oba predvidaju korist od ciljane
terapije kao sto su crizotinib ili ceritinib. Nedavno su identifikovane druge reorganizacije gena
(tj. fuzija gena) (poput RET-a) podlozna ciljanim terapijama, posebno terapijama koje su

trenutno pod istragom u klini¢kim ispitivanjima [54-57].

Onkogen KRAS je prognosti¢ki biomarker. Prisutnost KRAS mutacija prognosticki je losa za
prezivljavanje bolesnika s NSCLC, za razliku od pacijenata bez KRAS mutacija [58]. Mutacije
KRAS-a takoder prediktiraju nedostatak koristi od EGFR TKI terapije [59]. EGFR, KRAS,
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ROS1 i ALK genetske promjene obi¢no se ne preklapaju [60]. BRAF mutacije obi¢no se ne
preklapaju s EGFR mutacijama niti sa ALK ili ROS1 rearanziranjima. EGFR, KRAS, ROS1 i
ALK genetske promjene medusobno se ne preklapaju. S toga, testiranje na KRAS mutacije moze
identifikovati pacijente koji nece imati koristi od daljnjeg molekularnog ispitivanja [61]. BRAF

mutacije obi¢no se ne preklapaju s EGFR mutacijama ili ALK preuredenjima [62].

1.15. Molekularna testiranja u tretmanu karcinoma pluca

Pojavom novih genetskih otkri¢a, novih terapija i novih tehnologija, pacijenti sa uznapredovalim
karcinomom pluc¢a, koji imaju loSu prognozu, dobijaju Sansu za duze i kvalitetnije
prezivljavanje. To se posebno odnosi na pacijente sa adenokarcinomom pluca, ¢iji tumori imaju
odredene specifiéne molekularne promjene (npr. aktiviranje promjena u EGFR, ALK i ROS1
genima). Kod njih, ciljana terapija inhibitorom tirozin kinaze (engl. tyrosine kinase inhibitors-
TKI) pruza znaéajno poboljSanje prezivljavanja i kvalitete. Stoga, kod pacijenata s tipovima
uznapredovalog karcinoma pluéa kod kojih se te ciljane molekularne promjene obi¢no
pojavljuju, treba uraditi molekularno testiranje potrebno za njihovo identifikovanje i na taj nacin
im omoguciti da dobiju odgovarajuce ciljane tretmane [63]. Dok je molekularna dijagnostika
postala standard u lije€enju pacijenata s karcinomom plu¢a, imunoterapija se pojavila kao nova
terapijska opcija za pacijente koji nemju ciljane promjene (slika 3). Oba terapijska pristupa

zahtijevaju patoloSku dijagnozu postavljenu na osnovu procjena molekularnih biomarkera.
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Slika 3. Sadasnji terapijski pristup pacijentima s karcinomom pluca. EGFR, receptor faktora
rasta; ALK, anaplasticna limfomska kinaza; FGFR1, receptor faktora rasta fibroblast 1; PD-L1,

programirani smrtni ligand 1.

Klini¢ka ispitivanja su potvrdila da su EGFR mutacije najbolji prediktivni faktor efikasnosti
EGFR TKI. Zbog visoke uc¢estalosti EGFR mutacija, naroCito kod azijske populacije, kao i same
dostupnosti ciljanih terapijskih sredstava, EGFR testiranje je postalo najvazniji korak u

odlucivanju o lijeenju pacijenata sa karcinomom pluca [64].

Za razliku od EGFR mutacija, ciljane terapije KRAS mutacija do sada nisu bile tako uspjesne.
KRAS mutacije su poznate kao negativni prediktivni markeri loSeg odgovora na EGFR TKI.
Takode, prisustvo KRAS mutacija predstavlja 1o$ prognosticki faktor, §to najvjerovatnije zavisi
od specificne mutacije KRAS kodona, ali i od stadijuma bolesti u vrijeme postavljanja dijagnoze
[65]. Poznato je da invazivni mucinozni adenokarcinom pokazuje visoku ucestalost KRAS
mutacija [66].

Osim pomenutih mutacija, pronadene su i druge ciljane mutacije, ali je njihov zna¢aj manji zbog
male ucCestalosti. Tako je, na primjer, BRAF mutacija pronadena kod 3%-4% bolesnika sa
adenokarcinomom pluc¢a kod pacijenata sa Zapada. Za razliku od melanoma ili papilarnog

karcinoma stitne Zlijezde, V60OE mutacija ¢ini samo 50% BRAF mutacija [67].
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Her2 mutacije su prisutne kod otprilike 1%— 2% adenokarcinoma pluca i to naj¢esée se radi o
mutaciji u okviru egzona 20. Kod ovih pacijenata je primije¢en klinicki odgovor na terapijska

sredstva poput trastuzumaba i afatiniba [68].

1.16. Genska osnova ciljane terapije u nemikrocelularnom karcinomu pluc¢a

Ciljane terapije, zasnovane na genotipu, predstavljaju prvi korak ka personalizaciji terapije
nemikrocelularnog karcinoma pluéa. Koris¢enjem algoritma lijeCenja zasnovanog na
biomarkerima, na osnovu molekularnog profila tumora pacijenta, povecao se standard njege
oboljelog od NSCLC. Ovaj pristup je najefikasniji kod pacijenata sa genskom mutacijom

receptora epidermalnog faktora rasta (EGFR) ili ALK promjenom gena [69].

Jedan od genski najraznovrsnijih tumora je upravo nemikrocelularni karcinom, bez obzira na
subtip i predstavlja ogroman izazov i za prevenciju i za lijeCenje [70]. Upravo ta bioloska
raznolikost pruza moguénost za iskoriStavanje heterogenosti tumora rasporedivanjem NSCLC u
razli¢ite, molekularno definisane skupine, za koje mutacije i / ili nenormalni genski izrazi
podsticu rast i opstanak celija karcinoma i mogu posluziti kao ciljevi za lije¢enje [71]. Najbolji
primjer je identifikacija prisustva EGFR mutacije koja aktivira tirozin kinazu, kao najbolji
prediktivni biomarker u odnosu na klini¢ko-patoloski znacaj u predvidanju tumorskog odgovora
i prezivljavanju bez progresije na inhibitore EGFR tirozin kinaze (TKIs) [72]. Takode, valjani
prediktivni biomarker u predvidanju tumorskog odgovora i prezivljavanju bez progresije, na

ALK TKI crizotinib iz prve linije terapije, daje rearanZman gena tirozin kinaze [73].
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1.17. Koris¢enje bioptickih i citoloskih uzoraka u molekularnom testiranju
karcinoma pluca

Uzorci na kojima se utvrduje dijagnoza bolesti mogu biti biopticki ili citoloski (razmazi ¢elija na
predmetnom staklu). Biopticki uzorci predstavljaju isjecak tkiva sa dijelom tumorske promjene.
Ovi isjecci se mogu dobiti tokom endoskopskih dijagnostickih procedura (bronhoskopije i sl.) ili
prilikom hirurskih intervencija (resekcija dijela plu¢a sa tumorskom promjenom). Postupci sa
uzorcima, bez obzira na vrstu uzorka koji se koristi u dijagnostici i molekularnom testiranju su
jako znacajni i mogu uticati i na moguénosti u dijagnostici, diferencijaciji tumorskih procesa, ali
I na rezultate molekularnih testiranja. Za molekularna isitivanja su najprikladnija, a i najcesce se
koriste, tkiva fiksirana u formalin, uklopljena u parafin (engl. formalin-fixed paraffin-embedded
FFPE). Najpriblizniji idealnom fiksativu je 10% neutralni puferovani formalin, a optimalno
vrijeme fiksacije se kre¢e u razmaku od minimalnih 6, do maksimalnih 72 ¢asa. Na taj nacin se

izbjegava moguénost podfiksacije, kao i prefiksacije.

Prije molekularne analize, patolozi moraju da potvrde prisutnost tumorskih ¢éelija, bez obzira o
kojoj vrsti uzorka se radi, jer je za pravilno testiranje mutacija, prije svega veoma znacajan
postotak, ali i kvalitet tumorskih ¢elija. Procjena postotka tumorskih ¢elija je od posebnog
znacaja za manje osjetljive metode testiranja, kao Sto je direktno sekvencioniranje. Za povecanje
koncentracije tumorskih ¢elija, preporucuje se koris¢enje disekcije tumora, naro€ito kod uzoraka

u kojima je prisutna nekroza tkiva [64].

Postoji nekoliko ograni¢enja u primjeni pojedinih uzoraka, citoloskih i bioptickih, koji se koriste
za molekularna testiranja. Uzorak mozZe biti nereprezentativan, da ne sadrzi tumorske celije, ne
sadrZi dovoljnu koli¢inu tumorskih ¢elija, neadekvatno postupanje sa uzorkom, postojanje drugih
patoloskih procesa, tehni¢ko oStec¢enje uzorka tokom uzimanja ili tokom laboratorijske obrade i
slicno [74]. Kroz razne studije se prikazuje uticaj kvaliteta uzorka na rezultate molekularnih
testiranja. Ovdje je bitno napomenuti da kod velikog broja pacijenata (preko 70% pacijenata)
dijagnoza bude utvrdena u odmakloj fazi bolesti i za testiranja naj¢e$¢e imamo jedan uzorak koji
je obi¢no citoloski materijal ili sitni biopti¢ki uzorak dobijen tokom endoskopskog pregleda

(bronhoskopije) [75, 76].

33



Postoje razli¢ita miSljenja o reprezentativnosti citoloSkih materijala u molekularnim testiranjima.
Vecina istrazivaca i laboratorija daju prednost bioptickim uzorcima (kad god je to moguce) [77,
78, 79]. Jedna od studija pokazuje citoloske blokove ¢elija kao dobar izvor tumorskih ¢elija za
testiranje mutacija, jednako kao i histoloski uzorci, bez obzira na fiksativ, prisustvo nekroze ili
tip uzorka [80].

1.17.1. EGFR testiranje u karcinomu pluca

Nakon diferencijacije nemikrocelularnog karcinoma na adenokarcinom i non-adenokarcinom,
prije svega upotrebom dodatnih dijagnostickih procedura (obi¢no imunohistohemijskih), prema
preporukama IASLC potrebno je izvrsiti dodatna molekularna testiranja kod svih karcinoma koji
pokazuju bar i djelimi¢nu adeno diferencijaciju, kako bi se utvrdilo prisustvo i tip mutacija u
¢elijama tumora. Situacija se zapravo drasti¢no promijenila od prethodne decenije, otkrivanjem
nekoliko terapijskih opcija koje su odobrene samo za lijeCenje pacijenata sa specificnim
histolo§kim tipovima i genetskim promjenama. Otkri¢e da su mutacije epidermalnog faktora
rasta EGFR 1 kinaze anaplasti¢nog limfoma, ALK preuredene efektivne mete za inhibitore EGFR
tirozin kinaze ili ALK inhibitora kod pacijenata sa adenokarcinomom pluc¢a predstavlja
revoluciju u terapijskim modalitetima kod karcinoma plu¢a. Ova cinjenica je i obavezala
patologe da se u dijagnostici pored morfoloskih kriterijuma koriste i molekularni kriterijumi.
Dakle, u dijagnostici tumora pluca potrebno je izvrsiti definitivhu morfolosku, histohemijsku,
imunohistohemijsku diferencijaciju prije konacnog zaklju¢ka odnosno utvrdivanja dijagnoze.
Nakon utvrdivanja dijagnoze, kod svih karcinoma pluca koji imaju sigurnu ili nesigurnu adeno
komponentu potrebno je uraditi dodatna molekularna testiranja, a sa ciljem odabira pacijenata

koji mogu imati znacajne koristi od primjene ciljane terapije [81].

Dakle, nakon dijagnoze odvajaju se ne-mikrocelularni karcinomi sa adeno diferencijacijom i na
uzorcima se vrSe molekularna testiranja.
Kod pacijenata sa NSCLC koji nisu pusaci, na molekularnom nivou se ¢esc¢e pojavljuju mutacije

u domenu receptora epidermalnog faktora rasta tirozin kinaze (EGFR), te kao takvi pokazuju
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dobar odgovor na inhibitore EGFR-a u odnosu na pacijente koji su u direktnoj vezi sa

konzumacijom duvana [82].

Poznato je takode da je frekvencija EGFR mutacija u NSCLC povezana sa mnogim faktorima,
ukljucujuéi rasu, pol, status pusenja i tumorsku histologiju. Oko 8% -15% evropskih pacijenata
sa NSCLC-om imaju EGFR mutacije. Kod azijskih pacijenata frekvencija je do 31%, a mutacije
su povezane sa azijskom etniCkom pripadnoséu, zenskim polom, nepuSenjem i

adenokarcinomom [83].

EGFR gen se nalazi na kratkom kraku hromozoma 7 (7pl1.2) i kodira receptor
transmembranskog faktora 170-kDa tipa I sa aktivno$¢u tirozin-kinaze. EGFR spada u HER /
ErbB familiju receptorskih tirozin kinaza. Intracelularna signalizacija je posredovana uglavnom
putem RAS / RAF / MEK / MAPK puta, PI3K / PTEN / AKT putanje i STAT putanje. Nadalje,
EGFR signalizacija na kraju dovodi do povecane proliferacije, angiogeneze, metastaziranja i

besmrtnosti (izbjegavanja apoptoze).

1.17.2. EGFR testiranje na tkivnim uzorcima tumora

U molekularnim ispitivanjima, ukljucujuéi i EGFR testiranje, naj¢esce se koriste tkiva fiksirana u

.....

obzira na artefakte povezane sa fiksacijom [84].

Razli¢iti mali uzorci se mogu upotrijebiti, bilo da su uzeti aspiracijom, pod kotrolom CT-a ili da
je u pitanju transbronhijalna biopsija [85]. Razliciti pristupi obradi i rukovanju malim biopsijama
zahtijevaju dobro osmisljenu strategiju u koordinaciji sa histoloSkom i imunohistohemijskom
laboratorijom. U suprotnom, materijal moze postati oskudan za EGFR analizu. Volumen

tumorskih ¢elija moze biti nizak zbog Cestih, istaknutih stromalnih reakcija [86].

Najoptimalniji izvor, ali i1 najrjedi, za otkrivanje EGFR mutacija jesu hirurski resekati tumora
pluca. Na taj nacin se moze izdvojiti kompletna i dovoljna dezoksiribonukleinska kiselina
(DNK) iz uzorka, za razliku od uzoraka dobijenih transtorakalnim putem ili perkutanom

biopsijom pluca, koji ne pokazuju cijeli genom tumora, zbog postojanja intratumorske genetske
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heterogenosti [87]. Hirurski uzorci mogu pokazati relativno potpunu genomiju tumora, ¢ime se

izbjegavaju ili smanjuju lazno negativni rezultati otkrivanja mutacije EGFR [88].

Za adekvatno testiranje mutacija, presudan je odnos tumorskih i normalnih ¢elija, kao 1 postotak i
kvalitet tumorskih Ccelija. Postoji preporuka da se procijeni postotak tumorskih celija u
odredenom uzorku. Za povecanje Cistoce tumora, dakle povecanje sadrzaja samo tumorskih

¢elija, moze se koristiti makro ili mikrodisekcija [64].

1.17.3. EGFR testiranje na citoloSkim uzorcima tumora

Uloga citologije u molekularnim testiranjima, samim tim i u EGFR testiranju, postaje sve vaznija
iz viSe razloga. Jedan od njih je minimalno invazivan dijagnosticki pristup, kao i Cinjenica da se
citoloski uzorci ne fiksiraju formalinom, koji je povezan sa loSom kvalitetom nukleinskih
kiselina zbog strukturnih osteenja i fragmentacije u procesu ekstrakcije DNK [89]. Za EGFR
testiranje se mogu upotrijebiti nerazrijedeni direktni brisevi, uzorci fiksirani alkoholom, obojeni
po Papanicolau i uzorci suseni na vazduhu, obojeni Diff-Quik ili May-Griinwald Giemsa (MGG)
metodom [90]. Nedostatak citoloske metode predstavlja ¢esto mala koli¢ina uzorka, kao i malen
broj prisutnih tumorskih celija. Takode, adekvatnost uzorka za EGFR testiranje zavisi od
dijagnostickog modaliteta, vrste uzorka, kao i promjera upotrebljenih igala [91]. Iako igle veceg
promjera obezbjeduju celularniji uzorak i tacnije rezultate, loSe celularne uzorke ne bi trebalo
iskljuciti iz testiranja, ve¢ primijeniti visoko osjetljive molekularne testove [92]. Kod bolesnika
sa uznapredovalim karcinomom pluca, koji predstavlja dvije tre€ine populacije raka pluca, uzorci
citologije Cesto su jedini uzorci koji su dostupni za molekularno testiranje da bi se donijele

odluke o lijecenju.

Analiticke metode moraju biti u stanju otkriti mutacije u uzorku s 20% ili vise malignog
¢elijskog sadrzaja [93]. Makro i mikrodisekcije mogu obogatiti uzorak povecavanjem odnosa
neoplasti¢nih 1 ne-neoplasti¢nih ¢elija. Makro 1 mikrodoekcija se mogu obaviti 1 na citoloski
uzorcima [94]. Za ekstrakciju DNK, celije iz obojenih citoloskih uzoraka, mogu se ukloniti sa

plocica struganjem i prikupiti u epruvete za mikrocentrifugu [95].
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1.18. Mutacije EGFR u pacijenata sa nemikrocelularnim karcinomom pluca

Postoji nekoliko opisanih mutacija na EGFR genu. Dve najéeS¢e genske mutacije koje su
odgovorne za anomaliju u ¢elijskom ciklusu su supstitucija arginina za leucin kod kodona 858
(L858R), ekson 21 i delecije u okviru eksona 19 (del E746_A750 je najcesci). L858R predstavlja
45-50% mutacija, dok su delecije na egzonu 19 odgovorne za dodatnih 45-50%. Druge rijetke
mutacije (5%) povezane sa konstitutivnom aktivacijom EGFR-a u egzonu 20 i zamjene na
ostatku glicina kod kodona 719 egzona 18 (mutacija G719S). Molekularne studije na
receptorima koji imaju poznatu mutaciju L858R pokazali su smanjen afinitet tirozin kinaze za
ATP i povecanje afiniteta za inhibitore tirozin kinaze (TKI). Istrazivani lijekovi specifi¢no
usmjeravaju puteve onkogeneze zahvaljuju¢i EGFR-ovoj hiperaktivaciji i uzrokuju malo Stete na
ne-tumorskim ¢elijama. Postoje dokazi koji podrzavaju razliitu osjetljivost NSCLC-a na TKI-re
gefitinib u zavisnosti od prisustva mutacije egzona 21 ili delecije egzona 19, gdje su delecije na
eksonu 19 povezane sa boljim odgovorom na terapiju [96].

1.18.1. Terapijski zna¢aj EGFR mutacija

Identifikacija mutacija epidermalnog faktora rasta (EGFR) u NSCLC je utrla put
personalizovanoj terapiji kod karcinoma plu¢a sa inhibitorima EGFR-tirozin kinaze (engl.
tyrosine kinase inhibitor, TKIs). Sa dostupnos$¢u ciljane terapije i pravilnim izborom pacijenata
molekularnim testiranjem, doSlo je do povecanja ukupnog prezivljavanja kod pacijenata sa
karcinomom pluéa [97]. Pacijenti koji su oboljeli od nesitnocelijskog karcinoma pluca sa sa
adenodiferencijacijom kod kojih se utvrdi postojanje mutacija EGFR mogu imati benefit od
ciljane terapije. Status EGFR mutacije treba sistematski analizirati - sa sekvenciranjem kao
standardom kriterijuma - za pacijente koji imaju uznapredovali NSCLC sa neskvamoznom
histologijom. Aktiviraju¢a EGFR mutacija je prediktor za odgovor na inhibitore EGFR tirozin
kinaze (TKIs), ukljucujuci gefitinib i1 erlotinib prve generacije, afatinib druge generacije i
dacomitinib, kao i tre¢e generacije lijeka osimertinib [98]. Identifikacija mutacija epidermalnog
faktora rasta (EGFR) u NSCLC je, dakle, utrla put personalizovanoj terapiji kod karcinoma
pluca sa inhibitorima EGFR-tirozin kinaze. Sa dostupnoS¢u ciljane terapije 1 pravilnim izborom
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pacijenata molekularnim testiranjem, doSlo je do poveéanja ukupnog prezivljavanja kod
pacijenata sa karcinomom plu¢a [99]. U 2004. godini, FDA je odobrila erlotinib za lijecenje
bolesnika sa lokalno uznapredovalim ili metastatskim NSCLC, nakon progresije na najmanje
jednom rezimu hemioterapije, a kod pacijenata sa prisuthom EGFR mutacijom i kao terapiju
prve linije [100]. Erlotinib i gefitinib su preporuceni u algoritmu NSCLC, kao terapija prve linije
kod pacijenata sa naprednim, recidivnim ili metastatskim neskvamoznim NSCLC, kod kojih su
poznate aktivne senzibiliziraju¢e EGFR mutacije. Ove preporuke su zasnovane na fazi Il
randomizovane studije (IPASS) u kojoj su pacijenti sa dokazanom EGFR mutacijom koji su
primili gefitinib, povecali stopu odgovora i kvalitet zivota sa manje nezeljenih efekata (npr.

neutropenijom) u poredenju sa onima koji primaju hemoterapiju (carboplatin/paclitaxel) [101] .

1.18.2. Stec€ena rezistencija na EGFR inhibitore

Stecena rezistencija na EGFR TKIs moZze da bude rezultat sekundarnih mutacija EGFR ili
angazovanja alternativnih signalnih puteva, kao §to su PIK3/Akt, insulin sli¢an factor rasta 1
receptora i C-mezenhimalnoepitelni factor trazicije (c-MET), te aktivacija mTOR signalnog puta.
Kao posljedicu steCene rezistencije na primijenjenu EGFR TKIs, kod pojedinih mutiranih
adenokarcinoma pluca, nalazimo progresiju bolesti i transformaciju adenokarcinoma u drugi
histoloski tip tumora [102]. Glavna uloga u nastanku ove stecene rezistencije pripada tackastim
mutacijama na egzonu 20, gdje je treonin zamijenjen metioninom na poziciji 790 (T790M). Kod
viSe od polovine rezistentnih bolesnika, kod kojih ¢esto nailazimo na porodicni karcinom pluca,
detektovane su navedene mutacije [103]. Osim tackastih mutacija na egzonu 20, razlog stecene
rezistencije, iako rjede, mogu biti i insercije na egzonu 20, tackaste mutacije na egzonu 19 1
kombinacije mutacija G719S i L858R, L858R i D761l, L858R i L747S, L858R i T790M, kao i
L858R i T854A [104].

Pretklinicka ispitivanja pokazala su da snaznija inhibicija EGFR-a sa EGFR TKI druge
generacije, kao sto je afatinib, moze prevladati stecenu otpornost na mutaciju T790M, ali jake
toksi¢nosti povezane s inhibicijom normalnog EGFR receptora na ovoj razini doze bile bi

pogubne za klinicku upotrebu [98]. Biohemijska ispitivanja pokazuju da u prisutnosti mutacije
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T790M EGFR, gefitinib viSe nije u mogucnosti inhibisati fosforilaciju divljih ili mutiranih vrsta
EGFR-a. Medutim, ostali nepovratni inhibitori EGFR-a i dalje zadrZavaju inhibitornu aktivnost,
Sto sugeriSe daljnje razumijevanje odnosa strukture / funkcije mutiranih inhibitora EGFR i EGFR
[105]. Time se kona¢no mogu identifikovati EGFR TKI druge generacije koji bi se mogli
primijeniti u bolesnika koji razviju steCenu mutaciju T790M i dovedu do sekvenciranja tumora

kod pacijenata koji se ponove nakon uspjesnog lije¢enja s EGFR-TKI [106].
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2. ISPITANICI | METODE

Ispitivanje je koncipirano kao studija retrospektivno-prospektivnog karaktera. Analiza se vrsila
na biopsijskim 1 citoloSkim uzorcima pacijenata iz Republike Srpske i Federacije Bosne i
Hercegovine koji su dostavljani u Zavod za patologiju UKC RS u period od 2013. godine do
2018. godine. U istrazivanje je uklju¢eno 299 pacijenata oboljelih od karcinoma pluca. Pacijenti
su podijeljeni u grupe s obzirom na vrstu materijala na kojem je utvrdena dijagnoza i na kojem
su se radila molekularna testiranja. Prvu grupu ¢ine pacijenti kod kojih je materijal za analizu
dobijen hirur§kom resekcijom tumora pluca; drugu grupu ¢ine pacijenti kod kojih je uzorkovana
metastatska promjena, trecu grupu ¢ine pacijenti kod kojih je materijal dobijen biopsijom
prilikom endoskopskog pregleda (bronhoskopije) i Cetvrtu grupu ¢ine pacijenti kod kojih je
materijal citoloSki dobijen tokom razli¢itih intervencija (sputum, lavaza bronha, kateter
aspiracija, ¢etkanje bronha, pleuralna punkcija i sl.).
Faktori ukljuc¢enja u studiju su bili:
- Pacijenti kod kojih je dijagnostikovan nesitnocelijski karcinom pluéa;
- Morfoloski  i/ili ~ imunohistohemijski ~ dokazano  postojanje = komponente
adenokarcinoma u uzorcima;
- Postojanje reprezentativnog uzorka na kome je moguce provesti molekularna
testiranja (EGFR test);
Faktori iskljucenja iz studije su bili:
- Pacijenti kod kojih je dijagnostikovan tumor koji ne sadrzi komponentu
adenokarcinoma;
- Nereprezentativan materijal (utvrdeno pregledom dostavljenog materijala);
Pol i godine starosti su podaci koji su preuzeti iz medicinske dokumentacije i uputnica za
analizu.
Analiza biopti¢kih uzoraka tkiva i citoloskih materijala se vrsila u Zavodu za patologiju UKC
RS. Materijal dobijen biopsijom je fiksiran u 10% formalinu. Nakon rutinske obrade pravili su se
parafinski blokovi tkiva, koji su se rezali na mikrotomu u serijskim rezovima i bojili rutinskom
hematoksilin-eozin (HE) metodom bojenja. U analiziranju jei koriS¢en binokularni mikroskop

Leica (objektiv 10x, 25x, 35x, 40x; okulari 10x ) sa Sirinom vidnog polja 1,4mm.
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Citoloski materijali se su$i0 na vazduhu 15 do 20 minuta, a nakon toga se vrsilo bojenje
metodom May-Griinwald Giemsa (MGG). Kod svih ispitanika se odredivao tip karcinoma prema
WHO klasifikaciji iz 2015. godine, te preporukama IASLC. U definitivnoj diferencijaciji tumora
su se Kkoristile standardne metode obrade uzoraka HE metodom bojenja, a za citoloske uzorke
MGG metodom, te dodatne histohemijske i imunohistohemijske metode u sluc¢aju potrebe u
diferencijaciji nesitnocelijskih karcinoma plu¢a. Od imunohistohemijskih metoda u slucaju
potrebe su bila kori$¢ena sljedeca antitijela: TTF-1, Napsin, p63, CK5/6.

Nakon utvrdivanja dijagnoze adenokarcinoma (ili karcinoma u kome postoji
adenodiferencijacija), prvo je utvrdena reprezentativnost uzorka za molekularna testiranja. Na
ve¢im uzorcima koji su dobijeni resekcijom je uradena makrodisekcija (obiljeZzavanje dijela
tumorskog tkiva koje je optimalno za molekularna testiranja).

Priprema uzoraka za molekularno testiranje-EGFR testiranje, se wvrsila odabirom
reprezentativnog uzorka. Kod uzoraka koji su imali manje od 10% tumorske DNK, radila se
makrodisekcija. Od oznac¢enog dijela, kod parafinskih uzoraka, pravili su se rezovi debljine 5 um
(od 1 do 6 rezova) i stavljali u sterilne mikrocentrifugalne tube od 1.5 mL (engl. Safe-Lock
microcentrifuge tubes), a citoloski uzorci i materijal su se dobijali struganjem sterilnim
skalpelom i takode se stavljali u tube.

Za testiranje se koristio Cobas® DNA Sample Preparation Kit za manuelnu pripremu uzorka i
Cobas® EGFR mutation test, te Cobas 480 analizator za automatsku amplifikaciju i detekciju
(slika 4).

P (1) H&E Staining g
" & Tumor Content oy ——
Determination i b
~ — ———
FFPE Tumor . » [;;;,A
Block Sections Macro dissect if Genomic DNA : g
<10%% Tumor Isolation Quantification
(2) PCR

- ) cobas™ 4800 v2.0 PCR Setup
Standardized Automated Analysis

Reporting

Slika 4. Cobas EGFR mutacijski test-tok rada
41



Testiranje se bazira na dva glavna postupka prema uputstvu proizvodaca testa (Roche, USA):

1) rucna priprema uzorka, da bi se dobila genomska DNK iz formalinom fiksiranog 1 u parafinu
uklopljenog tkiva (engl. formalin-fixed paraffin-embedded, FFPET) ili iz citoloskog uzorka.

2) PCR amplifikacije i detekcije ciljane DNK pomocu komplementarnog para pocetnica i
oligonukleotidnih proba obiljezenih fluorescentnim bojama.

Ova dva postupaka se sastoje od deparafinizacije FFPET rezova, DNK izolacije, DNK
kvantifikacije na aparatu Qubit® 2.0 Fluorometer, te amplifikacije i detekcije (postavke
instrumenta; izraCunavanja razrijedenja DNK uzorka; razredivanja uzorka; pripreme radne
Master Mix smjese i dodavanja kontrola i uzoraka).

Deparafinizacija FFPET uzoraka se vrSila pomoc¢u ksilola, zatim su se uzorci rehidrirali u
apsolutnom alkoholu. Od ovog koraka proces obrade isti je i kod obrade citoloskih uzoraka, koji
su dobijeni prethodno struganjem sakupljeni u mikrocentrifugalne pipete. Inkubacijom na
poviSenoj temperaturi, pomocu proteinaze K 1 pufera, oslobada se nukleinska kiselina koja §titi
oslobodenu DNK. Tokom daljeg procesa izolacije, dodaje se izopropanol, centrifugiraju uzorci u
posebnim tubama sa filterom. Genomska DNK se na taj nacin vezuje za povrsinu filtera, a
nevezane supstance, kao s§to su soli, proteini i druge celijske necistoce se uklanjaju
centrifugiranjem. Adsorbovane nukleinske Kkiseline se ispiraju, a zatim eluiraju vodenim
rastvorom. Takav uzorak je spreman za DNK kvantifikaciju. Za obavljanje Cobas® EGFR
testiranja , koncentracija DNK bi trebalo da je > 2 ng/uL.

Izolat je stabilan do 24 sata na temperaturi od 15°C to 30°C, do 14 dana na 2°C to 8°C, a na
temperaturi od -15°C to -25°C i do 60 dana.

Ciljana DNK se zatim amplifikuje i detektuje na analizatoru Cobas 480, pomocu reagenasa za
amplifikaciju i detekciju iz cobas® EGFR Mutation Test kit-a.

Cobas® EGFR mutacijski test je real-time PCR test za kvalitativnu detekciju i identifikaciju
specifi¢nih mutacija na EGFR TK domenu u koje spadaju G719X (G719A, G719C i G719S) u
egzonu 18, delecije 1 sloZene mutacije u egzonu 19, S7681 i T790M u egzonu 20, L861Q 1
L858R u egzonu 21. Rezultat testa, osim detekcije pomenutih mutacija, moze da bude 1 bez
prisustva mutacija, ali i neuspjesan (invalid ili failed). Tokom istrazivanja podaci su analizirani i

predstavljeni koriS¢enjem deskriptivne statistike 1 primjenom adekvatnih statistickih testova
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analitiCko-statistickog softverskog paketa SPSS (Statistical Product and Service Solutions),
verzija 20.
Varijable mjerene nominalnom ili ordinalnom skalom predstavljene su i tabelarno (uz prikaz

apsolutne vrijednosti) i graficki.

Za predstavljanje neprekinutih varijabli koriS¢ena je deskriptivna statistika koja je obuhvatila
prikaz: broja ispitanika (N), minimalne vrijednosti (Minimum), maksimalne vrijednosti
(Maximum), medijane (Median, Md), aritmericke sredine (Mean) i standardne devijacije (Std.

Deviation) i graficki prikaz koris¢enjem box-plot dijagrama kreiranih u SPSS-u.
Primjenjeni testovi

Pri testiranju normalne distribuiranosti obiljezja mjerenih neprekinutom skalom koristi se
Kolmogorov-Smirn-ovljev test, a pri grani¢nim vrijednostima Shapiro-Wilk’s-ov test.

Pri nivou znacajnosti ve¢em od 0.05 prihvata se da obiljezje potice iz normalne distribucije.

Ukoliko je poznato da osnovni skup ima priblizno normalan raspored, bolje je koristiti
parametarske tehnike. Ako osnovni skup znatnije odstupa od normalnog rasporeda ili ako podaci

sadrze vise ekstremnih opservacija, preporucuje se upotreba neparametarskih tehnika [107,108].

Za dvije grupe rezultata kod kojih je dobijen normalan raspored primjenjuje se t — test

nezavisnih uzoraka (Independent Samples t test).

Kruskal Wallis-ov test
Kruskal Wallis-ov test se koristi za testiranje neparametarske analize varijansi (za tri i vise
grupa). Ako se dobije statisti¢ki znacajna razika neophodno je primjenom Mann-Whitney-ev U

testa testirati znacajnost razlike rangova pojedinih grupa.

Mann-Whitney-ev U
Mann-Whitney-ev U test predstavlja ekvivalent parametarskom t — testu nezavisnih uzoraka, pri
¢emu poredi medijane uzoraka. Vrijednosti koje su dobijene pretvara u rangove obe grupe, a

nakon toga izraCunava znacajnost razlike rangova grupa.
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Hi-kvadrat (y?) test

Hi-kvadrat (y?) test se najéescée koristi kod podataka datih kategorija. Osnova mu je poredenje

opserviranih i ocekivanih frekvencija u razlicitim kategorijama [109].
U tablicama kontingencije dimenzija 2 x 2 vrSena je korekcija prema Yates-u.

Ako su pojedine ucestalosti u poljima tablice kontingencije 2 x 2 manje od pet (5) ili je ukupan

broj ispitanika manji od 20 primjenjivan je Fisher-ov test [109].

3. HIPOTEZA

Na rezultate molekularnih testiranja utvrdivanja promjena na EGFR genu kod pacijenata
oboljelih od nemikrocelularnoog karcinoma plu¢a sa adenodiferencijacijom uticu vrsta, kvalitet,

kvantitet uzorka i postupanje sa uzorkom.

4. CILJEVI

Cilj istrazivanja je da se utvrde faktori koji mogu uticati na rezultate molekularnih testiranja
prisustva promjena na EGFR genu.

1. Utvrditi prisustvo i tip molekularnih promjena na EGFR genu u svim uzorcima
nemikrocelularnih karcinoma s adenodiferencijacijom;

2. Utvrditi uticaj pola i dobi pacijenata na prisustvo i tip promjena na EGFR genu kod
pacijenata oboljelih od nemikrocelularnog karcinoma sa adenodiferencijacijom;

3. Utvrditi uticaj vrste uzorka (citoloski, sitni biopti¢ki uzorci i resekcioni uzorci) na
prisustvo i tip promjena na EGFR genu kod pacijenata oboljelih od nemikrocelularnog
karcinoma sa adenodiferencijacijom;

4. Utvrditi uticaj kvaliteta 1 kvantiteta (koli¢ina DNK) na prisustvo 1 tip promjena na EGFR
genu kod pacijenata oboljelih od nemikrocelularnog karcinoma sa adenodiferencijacijom:

5. Utvrditi uticaj postupanja sa uzorkom u razli¢itim zdravstvenim ustanovama na prisustvo
promjena na EGFR genu kod pacijenata oboljelih od nemikrocelularnog karcinoma sa
adenodiferencijacijom;
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5. REZULTATI

Ispitivanje je koncipirano kao studija retrospektivno-prospektivnog karaktera. Analiza se vrsila
na biopsijskim 1 citoloSkim uzorcima pacijenata iz Republike Srpske i Federacije Bosne 1
Hercegovine koji su dostavljani u Zavod za patologiju UKC RS u period od 2013. godine do

2018. godine. U istrazivanje je ukljuceno 299 pacijenata oboljelih od karcinoma pluca.
5.1. Analiza pacijenata u odnosu na dob

U odnosu na starosnu dob, najmladi pacijent je imao 44 godine, a najstariji 80 godina. Prosjecna

satrost pacijenata je 61 godina.

Na slici 5. uocavamo da je najvise pacijenata u grupi od 60-69 godina (45% ispitanika).

STAROST

W 40-49
m 50-59
m 60-69
70-79
m 80>

Slika 5. Distribucija ispitanika prema dobi
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5.2.  Analiza pacijenata u odnosu na pol

Od ukupnog broja testiranih pacijenata, njih 196 (66 %) je muskog pola, dok je 103 pacijenta (34
%) bilo zenskog pola (Slika 6).

POL

B ZENE
= MUSKARCI

Slika 6. Distribucija ispitanika prema polu

5.3.  Analiza pacijenata u odnosu na zdravstvenu ustanovu u kojoj je uzet
uzorak

Najveci broj uzoraka (81 uzorak ili 27.1%) je iz Banjaluke, dok je iz Gradiske 21 uzorak (7%), a
iz Prijedora je 14 uzoraka (4.7%), te iz Tuzle 13 (4.3%). Po sedam uzoraka (2.3%) je iz Doboja i
Laktasa, a po Sest (2%) iz Bijeljine i Tesli¢a. Iz Modrice, Prnjavora, Sarajeva i Trebinja je po pet
(1.7%) uzoraka, a iz Dervente, Gradacca, Mrkonji¢ Grada, Sokoca, Srbca 1 Zvornika je po Cetiri
(1.3%) uzorka. Po tri (1%) uzorka su iz Broda, Celinca, Kotor Varosa i Ribnika, dok su po dva
(0.7%) uzorka iz Isto¢nog Sarajeva, Knezeva, Kostajnice, Kozarske Dubice, Lopara, Milica,
Mostara, Novog Grada, Sipova, Vukosavlja i Zenice, a po jedan (0.3%) uzorak iz Banovica,

Bileée, Bratunca, Citluka, Fojnice, Gacka, Gracanice, Kalesije, Ljubinja, Lukavice, Nevesinja,
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Pala, Petrova, Samca, Sekovi¢a, Teo¢aka i Visegrada. Za 49 (16.4%) uzoraka je nepoznato

mjesto uzimanja.

Iz gradova i opsStina Republike Srpske je uzeto 218 uzoraka (72.9%), a iz Federacije Bosne i

Hercegovine 32 (10.7%) uzorka.

U tabeli 4. je predstavljen prikaz zdravstvenih ustanova iz kojih su se upucivali uzorci na

testiranje. Moze se uociti da najveci broj uzoraka iz UKCRS, Banjaluka, a zatim slijedi UKC

Tuzla sa 46 uzoraka, SKB Mostar sa 18, te UKC Sarajevo sa 10 uzoraka.

Tabela 4. Ustanove iz kojih su upuéivani uzorci na analizu

Ustanova - uzorak N %
Institut za patologiju, Beograd 1 0.3
IZPBV Sremska Kamenica 1 0.3
JZU Sveti Vracevi Bijeljina 1 0.3
KB Zenica 3 1.0
OB Bijeljina 2 0.7
OB Dobhoj 1 0.3
OB Gradiska 1 0.3
SKB Mostar 18 6.0
UKC Banja Luka 215 71.9
UKC Sarajevo 10 3.3
UKC Tuzla 46 154
Ukupno 299 100.0

5.4. Analiza pacijenata u odnosu na godinu u kojoj je radena analiza

Najveci broj uzoraka je analiziran tokom 2016. godine (23.7%), a najmanji tokom 2014. godine

(10%) (tabela 5).
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Tabela 5. Analizirani broj uzoraka za period 2013.-2018. godine

Godina N %
2013. 52 17.4
2014. 30 10.0
2015. 59 19.7
2016. 71 23.7
2017. 53 17.7
2018. 34 114
Ukupno 299 100.0

5.5.  Analiza pacijenata u odnosu na histoloski gradus tumora

Kod najvecéeg broja pacijenata nije bilo podataka o histoloSkom gradusu bolesti, kod 81,27 %.
Kod onih gdje je podatak o gradusu bio poznat, naj¢esce je rije¢ o gradusu II (15 %), zatim 3%

gradus 11 i samo 0,67% gradus | (Slika 7).
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NEPOZNATO |81-27%

Slika 7. Prikaz histolo$kog gradusa u ispitivanim uzorcima
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5.6. Analiza pacijenata u odnosu na vrstu analiziranog materijala.

U analiziranom uzorku naj¢e$¢i materijal je bio biopticki uzorak (biopsija promjene u sluznici

bronha) u 171 slucajeva (57,2%), zatim resekcija dijela plu¢a (pulmektomija, lobektomija ili

atipi¢na resekcija pluc¢a) u 87 slucajeva (29,1%). Najmanji broj uzoraka koji su analizirani su

citoloski uzorci 16 slucajeva (5,4%) (tabela 6).

Tabela 6. Distribucija prema vrsti analiziranih uzoraka

Vrsta uzorka N %
Biopsija 171 57.2
Citologija 16 54
Resekat 87 29.1
Metastaza 25 8.4
Ukupno 299 100.0

DNK koncentracija testiranih uzoraka je ve¢inom bila iznad 2 ng/pl, kod 246 od ukupno 299

uzoraka. Koncentracija ispod 2 ng/ul je bila kod 53 uzorka. Najveci broj uzoraka je u rasponu od

2 do 9,99 ng/ul, njh 130, a najmanje sa DNK kooncentracijom iznad 50 ng/pl. (Slika 8,tabela 7).

0-1,99 ng/ul
2-9,99 ng/ul
10-19,99 ng/ul
20-29,99 ng/ul
30-39,99 ng/ul
40 - 49,99 ng/ul

50 ng/ul >

I —
— 53

DNK KONCENTRACUA

——— 51
L
|_l 25

I_I 14

| 15

40 60 80 100 120 140

Slika 8. DNK koncentracije testiranih uzoraka
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Tabela 7. DNK koncentracija (ng/ul)

N | Minimum | Maksimum| Srednja |Mediana| Standardna
vrijednost devijacija
297 0.00 88.40 13.0881( 6.5800 16.13271
5.7.  Analiza prisustva i tipa molekularnih promjena u EGFR genu u uzorcima

nemikrocelularnog karcinoma sa adenodiferencijacijom

Rezultati testiranja pokazuju da kod 267 uzoraka pacijenata (89,3% slucajeva) nisu detektovane

promjene u EGFR genu. Kod 30 uzoraka pacijenata (10 % slucajeva) je detektovana neka od

promjena u EGFR genu, dok je kod 2 uzorka pacijenata (0.7% slucajeva) reakcija bila nevazeca

(Slika 9).

REZULTATI TESTIRANJA

m Nisu detektovane molekularne
promjene u EGFR genu

= Molekularne promjene u
EGFR genu su detektovane

= Reakcija je nevazeca.

Slika 9. Prisustvo promjena u EFGR genu u ispitivanim uzorcima pacijenata
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Najcesc¢e promjene u EGFR genu su detektovane na egzonu 19. to kod 13 pacijenata (4.3%

sluc¢ajeva od ukupnog broja uzoraka pacijenata), zatim na egzonu 21. kod 12 pacijenata (4.0%

sluc¢ajeva od ukupnog broja uzoraka pacijenata), a na egzonu 20. kod 3 pacijenta (1% slucajeva

od ukupnog broja uzoraka pacijenata) (Tabela 8).

Tabela 8. Prisustvo promejne na pojedinim egzonima u EGFR genu

Prisustvo promjene

%

Promjena u EGFR genu je detektovana na egzonu 18.

Promjena u EGFR genu je detektovana na egzonu 19.
Promjena u EGFR genu je detektovana na egzonu 20.
Promjena u EGFR genu je detektovana na egzonu 21.
Nisu detektovane promjene u EGFR genu

Reakcija je nevazeca

Ukupno

Promjena u EGFR genu je detektovana na egzonu 19 i egzonu 20.

13

12
267

299

0.3
0.3
4.3
1.0
4.0
89.3
0.7
100.0

5.8. Analiza uticaja pola i dobi pacijenata na prisustvo i tip promjena na

EGFR genu kod pacijenata oboljelih od nemikrocelularnog karcinoma sa

adenodiferencijacijom.

U tabeli 9. je prikazano prisustvo promjene u EGFR genu na pojedinim egzonima u odnosu na

pol ispitanika, gdje se moZe uociti da su kod Zena ceS¢e detektovane promjene u EGFR genu na

egzonima 19, 20 i 21.
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Tabela 9. Prisustvo promjene u EGFR genu na pojedinim egzonima u odnosu na pol ispitanika

) . Pol ispitanika
Prisustvo promjene Ukupno
zensko | musko
Promjena u EGFR genu je detektovana na egzonu 18. 1 0
Promjena u EGFR genu je detektovana na egzonu 19 i egzonu 20. 0 1
Promjena u EGFR genu je detektovana na egzonu 19. 7 6 13
Promjena u EGFR genu je detektovana na egzonu 20. 3 0 3
Promjena u EGFR genu je detektovana na egzonu 21. 8 4 12
Nisu detektovane promjene u EGFR genu 81 184 265
Reakcija je nevazeca 1 1 2
Ukupno 101 196 297

Prema tipu promjene u EGFR genu, najceS¢e se uocava delecija (prisutne kod 7 zena i 6

muskaraca), L858R (kod 8 Zena i 3 muskarca), te insercija prisutna kod 3 Zene (tabela 10).

Tabela 10. Tip promjene u EGFR genu u odnosu na pol ispitanika

) ) Pol ispitanika
Tip promjene Ukupno
zensko | musko
Delecija 7 6 13
Delecija; T790M 0 1 1
G719X 1 0 1
Insercija 3 0 3
L858R 8 4 12
Nedostajuéi podaci 82 185 267
Ukupno 101 196 297

Posmatrajuci samo vazecée reakcije mozemo uoditi da je promjena u EGFR genu detektovana kod

19 zena i 11 muskaraca (ukupno 30 uzoraka pacijenata) (Slika 10).

52



200-—

1 50—
]
= Pol
= ispitanika
r
.= 100 I zenslko
o musko
|
o0

S0

Me Do

Detektovana promjena u EGFR genu

Slika 10. Prusustvo promjene u EGFR genu u odnosu na pol ispitanika

Primjenom 2 testa, uz korekciju prema Yates-u, dobijena je visoko statisti¢ki znacajna razlika
(x2 = 11.492, p = 0.001) u broju detektovanih promjena u EGFR genu, u odnosu na pol

pacijenta. Promjene u EGFR genu su ¢es¢e detektovane kod Zena.

Tabela 11. prikazuje prisustvo promjene u EGFR genu u odnosu na starost ispitanika. Nisu
analizirana 2 uzorka sa nevazecom reakcijom. Mozemo uociti da je prosjecna starost pacijenata

sa detektovanom promjenom u EGFR genu 63 godine.

Tabela 11. Detektovana promjena u EGFR genu u odnosu na starost pacijenata

Detektovana promjena| N Najmladi | Najstariji Srednja | Mediana | Standardna
u EGFR genu vrijednost devijacija
Ne 267 44 80 61.65 61.00 7.468
Da 30 49 78 63.07 61.50 7.843

Ukupno 297 44 80 61.79 61.00 7.505

53



Primjenom Independent Samples t testa nije dobijena statisti¢ki znaajna razlika
(t =-0.982, p = 0.327) starosti pacijenata kod kojih jeste, u odnosu na pacijente kod kojih nije

detektovana promjena u EGFR genu.

Analizirali smo medusobni odnos starosti isptanika kod kojih je detektovana promjena u EGFR

genu, u odnosu na pol (tabela 12).

Tabela 12. Starost ispitanika kod kojih je detektovana promjena u EGFR genu, u odnosu na pol

Pol ispitanika | N | Najmladi | Najstariji | Srednja |Mediana | Standardna
vrijednost devijacija
Zensko 19 50 78 62.84| 62.00 7.537
Musko 11 49 77 63.45 61.00 8.710
Ukupno 30 49 78 63.07 61.50 7.843

Testiraju¢i pacijente kod kojih je detektovana promjena u EGFR genu, primjenom Mann-
Whittney-evog U testa nije dobijena statisti¢ki znacajna razlika (z = -0.366, p = 0.714, r =
0.0668) starosti pacijenata Zenskog (N =19, Md = 62) i muSkog (N =11, Md = 61) pola.

Prosjecna starost ispitanika Zenskog pola kod kojih je detektovana promjena u EGFR genu iznosi

62 godine, a kod kojih nije detektovana promjena je 60 godina (tabela 13).

Tabela 13. Starost ispitanika zenskog pola i prisustvo promjene u EGFR genu

Detektovana promjenal N | Najmlada | Najstarija |Srednja | Mediana | Standardna
u EGFR genu vrijednost devijacija
Ne 81 45 78 60.47 60.00 7.025
Da 19 50 78 62.84 62.00 7.537
Ukupno 100 45 78 60.92 60.00 7.147
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Primjenom Mann-Whittney-evog U testa kod ispitanika Zenskog pola nije dobijena statisticki
znacajna razlika (z = -1.139, p = 0.255, r = 0.1139) starosti pacijenata kod kojih je detektovana
(N =19, Md = 62) i kod kojih nije detektovana (N = 81, Md = 60) promjena u EGFR genu.

Prosjecna starost ispitanika muskog pola kod koga je detektovana promjena u EGFR genu je 63

godine, a kod ispitanika kod kojih nije detektovana promjena u genu je 62 godine (tabela 14).

Tabela 14. Starost ispitanika muskog pola i prisustvo promjene u EGFR genu

Detektovana promjenal N | Najmladi | Nastariji [Srednja Mediana | Standardna
u EGFR genu vrijednost devijacija
Ne 184 44 80 62.17 62.00 7.652
Da 11 49 77 63.45 61.00 8.710
Ukupno 195 44 80 62.25 62.00 7.696

Primjenom Mann-Whittney-evog U testa kod ispitanika muskog pola nije dobijena statisticki
znacajna = 0.0316 razlika (z = -0.441, p = 0.659, r) starosti pacijenata kod kojih je detektovana
(N =11, Md = 61) i kod kojih nije detektovana (N = 184, Md = 62) promjena u EGFR genu.

5.9. Analiza uticaja vrste uzorka (citoloski, biopti¢ki uzorci, metastaze i
resekcioni uzorci) na prisustvo promjena na EGFR genu kod pacijenata
oboljelih od nemikrocelularnog karcinoma sa adenodiferencijacijom

Tabela 15. prikazuje prisustvo promjena u EGFR genu u odnosu na vrstu uzorka. Nisu
analizirana 2 uzorka sa nevazecom reakcijom. UoCavamo da je promjena u genu najceSce bila

prisutna u biopsijama i resekatima (Slika 11).
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Tabela 15. Vrsta uzorka i prisustvo promjene u EGFR genu

Detektovana promjena u EGFR
Vrsta uzorka genu Ukupno
Ne Da
biopsija 156 14 170
citologija 15 1 16
resekat 73 13 86
metastaza 23 2 25
Ukupno 267 30 297

Primjenom Fisher-ovog testa nije dobijena statisti¢ki znacajna razlika (p = 1.000) detektovane
promjene u EGFR genu, u odnosu na uzorke uzimane biopsijom i citologijom.

Primjenom y? testa, uz korekciju prema Yates-u, nije dobijena statisticki znac¢ajna razlika
(x? = 2.183, p = 0. 401) detektovane promjene u EGFR genu, u odnosu na uzorke uzimane
biopsijom i resekatom.

Takode, nije dobijena statisti¢ki zacajna razlika (p = 1.000) pri detekciji promjene u EGFR genu,

u odnosu na uzorke uzimane biopsijom i metastaze.

Nije dobijena statisticki znacajna razlika (p = 0.691) primjenom Fisher-ovog testa testirajuci
detektovane promjene EGFR genu na uzorcima uzimanim citologijom i resekatom.
Na uzorcima uzimanim citologijom i metastaze testiraju¢i detektovane promjene u EGFR genu

primjenom Fisher-ovog testa nije dobijena statisticki znacajna razlika (p = 1.000).

Primjenom Fisher-ovog testa nije dobijena statisti¢ki znacajna razlika (p = 0.514) detektovane
promjene u EGFR genu, u odnosu na uzorke uzimane resekatom i metastaze.
Dakle, moZemo zakljuciti da su svi uzorci koji su kori§¢eni u nasem istraZivanju pouzdani u

pogledu genetskog testiranja sa ciljem utvrdivanja promjena u EGFR genu.
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Slika 11. Odnos vrste uzorka i promjene u EGFR genu

5.10. Analiza uticaja kvaliteta i kvantiteta (kolicina DNK) na prisustvo 1 tip
promjena u EGFR genu kod pacijenata oboljelih od nemikrocelularnog
karcinoma sa adenodiferencijacijom

Uocena je najvisa vrijednost DNK koncentracije (ng/ul) u metastazama, zatim u resekatima, a

znatno nize vrijednosti DNK u biopsijama i citoloSkim uzorcima (Tabela 16).

Tabela 16. Vrsta uzorka i DNK koncentracija (ng/ul)

Vrsta uzorka N [ Minimum | Maksimum | Srednja | Mediana| Standardna
vrijednost devijacija
biopsija 170 0.00 50.30 7.9442 | 4.0000 10.19376
citologija 16 0.00 51.00 7.1125 | 2.0000 13.06884
resekat 86 1.01 88.40 20.5563 | 14.9500 18.32452
metastaza 25 1.83 85.00 26.2004 | 16.3000 24.33169
Ukupno 297 0.00 88.40 13.0881 | 6.5800 16.13271
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Primjenom Kruskal Wallis-ovog testa dobijena je visoko statisti¢ki znadajna razlika (y? =

70.104, p = 0.000) DNK koncentracije (ng/ul), u odnosu na vrstu uzorka.

Dodatnom primjenom Mann-Whitney-evog U testa dobijena je visoko statisticki znacajna
razlika (z = -7.515, p = 0.000, r = 0.4697) u DNK koncentraciji (ng/ul) kod uzoraka uzimanim
biopsijom (N =170, Md = 4.00), u odnosu na uzorke uzimane resekatom (N = 86, Md = 14.95).
Dobijena je i visoko statisticki znacajna razlika (z = -4.284, p = 0.000, r = 0.3068) u DNK
koncentraciji (ng/pl) kod uzoraka uzimanim biopsijom (N = 170, Md = 4.00), u odnosu na
uzorke metastaze (N =25, Md = 16.30).

Visoko statisticki znacajna razlika (z = -4.178, p = 0.000, r = 0.4137) u DNK koncentraciji
(ng/ul) dobijena je i kod uzoraka uzimanim citologijom (N = 16, Md = 2.00), u odnosu na
uzorke resekata (N =86, Md = 14.95).

Izmjerena  DNK koncentracija (ng/pl) takode je visoko statisticki znacajno razliita (z = -
3.398, p = 0.001, r = 0.5307) kod uzoraka uzimanim citologijom (N = 16, Md = 2.00) ), u
odnosu na uzorke metastaze (N =25, Md = 16.30).

Nije dobijena statisticki znacajna razlika (z = -1.824, p = 0.068, r = 0.1337) u DNK koncentraciji
(ng/ul) kod uzoraka uzimanim biopsijom (N = 170, Md = 4.00) u odnosu na uzorke uzimane
citologijom (N = 16, Md = 2.00).

Statisti¢ki znacajna razlika (z = -0.477, p = 0.634, r = 0.4697) u DNK koncentraciji (ng/ul) nije
dobijena kod uzoraka uzimanim resekatom (N = 86, Md = 14.95, r = 0.1438) u odnosu na
uzorke metastaze (N =25, Md = 16.30).

Tabela 17. prikazuje vrijednosti koncentracije DNK (ng/ul) u uzorcima u kojima jeste ili nije

detektovana promjena u EGFR genu.

Tabela 17. Detektovane promjene u EGFR genu i DNK koncentracija (ng/ul)

Detektovana promjena] N [ Minimum | Maksimum | Srednja [Mediana| Standardna
u EGFR genu vrijednost devijacija
Ne 265 0.00 88.40 12.7966 | 6.4800 15.89851
Da 30 0.00 85.50 16.2428 | 9.2950 18.41618
Ukupno 295 0.00 88.40 13.1471 | 6.7000 16.17137
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Primjenom Mann-Whitney-evog U testa nije dobijena statistiCki znacajna razlika (z = -
1.076, p = 0.282, r = 0.0626) u DNK koncentraciji (ng/ul) kod uzoraka kod kojih nije
detektovana promjena u EGFR genu (N = 265, Md = 6.48), u odnosu na uzorke kod kojih je
detektovana promjena u EGFR genu (N =30, Md = 9.295).

5.11. Analiza uticaja postupanja sa uzorkom u razli¢itim zdravstvenim
ustanovama na prisustvo promjena na EGFR genu kod pacijenata
oboljelih od nemikrocelularnog karcinoma sa adenodiferencijacijom

Tabela 18. prikazuje prisustvo ili odsustvo promjena u EGFR genu s obzirom na zadravstvenu
ustanovu iz koje se Salje uzorak na analizu. MoZe se uociti da je u uzorcima koji su analizirani iz

UKCRS Banjaluka najveci broj detektovanih promjena u EGFR genu.

Tabela 18. Prisustvo promjena u EGFR genu i zdravstvene ustanove iz kojih su se slali uzorci

pacijenata na analizu

Detektovana promjena u EGFR genu
Ustanova - uzorak — Ukupno
Ne Da Reakcija nevazeca
Institut za patologiju, Beograd 1 0 0 1
IZPBV Sremska Kamenica 1 0 0 1
JZU Sveti Vracevi, Bijeljina 1 0 0 1
KB Zenica 3 0 0 3
OB Bijeljina 1 1 0 2
OB Dobhoj 0 1 0 1
OB Gradiska 1 0 0 1
SKB Mostar 17 1 0 18
UKCRS Banja Luka 189 24 2 215
UKC Sarajevo 8 2 0 10
UKC Tuzla 45 1 0 46
Ukupno 267 30 2 299
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Analizirali smo prisustvo ili odsustvo promjene u EGFR genu, s obzirom na entitet iz kojeg su se
uzorci slali na analizu. U uzorcima koji su se slali na analizu iz Republike Srpske promjena u
EGFR genu je detektovana kod 26 uzoraka pacijenata, a iz Federacije BiH kod 4 uzorka
pacijenata (tabela 19).

Tabela 19. Prisustvo promjene u EGFR genu i entitet iz kojeg su se slali uzorci pacijenata na

analizu
Detektovana promjena
Entitet u EGFR genu Ukupno
Ne Da
Republika Srpska 195 26 221
Federacija BiH 72 4 76
Ukupno 267 30 297

Primjenom Fisher-ovog testa nije dobijena statisti¢ki znac¢ajna razlika (p = 0.125) detektovane

promjene u EGFR genu, u odnosu na entitet u kome je uziman uzorak.
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6. DISKUSIJA

Karcinom pluca je glavni uzrok smrti u cijelom svijetu, sa najve¢om stopom smrtnosti u odnosu
na ostale karcinome, sa 19,4%. Duvanski dim se smatra najve¢im uzro¢nikom, te je ucestalost
izrazenija u razvijenim zemljama [3,4]. U naSoj studiji, s obzirom da nismo imali podatke o
pusackim navikama posmatranih pacijenata, taj podatak nismo uporedivali sa ostalim studijama i
izvjeStajima. Od svih tipova karcinoma pluca, najzastupljeniji je non-small cell lung cancer
(NSCLC), koga nalazimo kod oko 80% oboljelih od karcinoma plu¢a. Nedavni napredak u
lijeCenju je postignut upravo kod ove vrste karcinoma pluc¢a [77, 110]. Identifikacija mutacija
epidermalnog faktora rasta u NSCLC, utrla je put personalizovanoj terapiji kod karcinoma pluc¢a
sa inhibitorima EGFR-tirozin kinaze (TKIs) [111]. Molekularnim testiranjem je omogucen
pravilan izbor pacijenata kojima je time pruzena moguénost za ciljanu terapiju. Time je doSlo do

povecéanja ukupnog prezivljavanja pacijenata sa adenokarcinomom pluca [112].

Dominantan pol medu testiranim pacijentima, sa dijagnozom adenokarcinoma je bio muski
(66%), Sto je suprotno navodima vecine sli¢nih studija. Nasuprot tom podatku, dominantan pol
pacijenata sa dokazanim projenama u EGFR genu je Zenski (63%), $to je u skladu sa ostalim
navosima u literaturi [97, 112, 113].

Zivotna dob pacijenata se kretala izmedu 44 i 80 godina, prosje¢ne starosti 61 godina, §to je u
skladu sa podacima iz literature koji navode da od karcinoma pluéa obolijevaju osobe starosti od
44 do 89 godina [114]. Najvise testiranih pacijenata, gotovo polovina, je bilo starosti od 60-69
godina (45%), ProsjeCna starost pacijenata sa detektovanom promjenom u EGFR genu 63

godine.

Iz gradova 1 opsStina Republike Srpske je uzeto 218 uzoraka (72.9%), a iz Federacije Bosne 1
Hercegovine 32 (10.7%) uzorka. U uzorcima koji su analizirani iz UKCRS Banjaluka najveéi
broj detektovanih promjena u EGFR genu. Analizirali smo prisustvo ili odsustvo promjene u
EGFR genu, s obzirom na entitet iz kojeg su se uzorci slali na analizu. U uzorcima koji su se slali
na analizu iz Republike Srpske promjena u EGFR genu je detektovana kod 26 uzoraka
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pacijenata, a iz Federacije BiH kod 4 uzorka pacijenata. Nije dobijena statisti¢ki znacajna razlika
(p = 0.125) detektovane promjene u EGFR genu, u odnosu na entitet u kome je uziman uzorak.
Ova analiza nam ukazuje da je postupanje sa uzorcima na kojima se radi testiranje adekvatno u

svim zdravstvenim ustanovama, i da nije uticcalo na rezultate testiranja.

Kod najveceg broja pacijenata (81,27 % slucajeva) nije bilo podataka o histoloskom gradusu
bolesti. Kod onih gdje je podatak o gradusu bio poznat, najcesce je rije¢ o gradusu II (15 %),
zatim kod 3% slucajeva gradus Il i samo 0,67% gradus I. Fibla i saradnici u svojoj studiiji su
uocili da je najcesce bio prisutan gradus I, odnosno gradus IA i to kod pacijenata zenskog pola.

[115].

Ucestalost mutacija epidermalnog faktora rasta varira od 20% do 40% kod indijskih pacijenata
[113], te 10% kod pacijenata iz Evrope i Australije i 30% kod bolesnika iz Japana i Tajvana
[106]. Rezultati studije potvrduju rezultate testiranja evropskih pacijenata. U nasem istrazivanju
kod 267 uzoraka pacijenata (89,3% slucajeva) nisu detektovane promjene u EGFR genu. Kod 30
uzoraka pacijenata (10 % slucajeva) je detektovana neka od promjena u EGFR genu, dok je kod
2 uzorka pacijenata (0.7% slucajeva) reakcija bila nevazeca. Kimura i saradnici su ispitivali
mutacije u EGFR genu kod 24 pacijenta sa non-small cell lung cancer (NSCLC). Prosje¢na
satrost ispitanika je 62 godine, a mutacije na EGFR genu su uocene kod tri pacijenta (12.5%), §to

je u skalu sa nasim rezultatima [116].

Inamura navodi da su naj¢eS¢e uocene promjene u EGFR genu u pocetnim stadijumima razvoja
adenokarcinoma plu¢a, odnosno u stadujumu atipicne adenomatozne hiperplazije,

adenokarcinoma in situ, te minimalno invazivnog adenocarcinoma [117].

Najcesce promjene u EGFR genu su detektovane na egzonu 19. i to kod 13 pacijenata (4.3%
slucajeva od ukupnog broja uzoraka pacijenata), zatim na egzonu 21. kod 12 pacijenata (4.0%
slucajeva od ukupnog broja uzoraka pacijenata), a na egzonu 20. kod 3 pacijenta (1% slucajeva
od ukupnog broja uzoraka pacijenata), sto je u skladu sa navodima ostalih studija [118, 119,
120]. Kod Zena ¢esc¢e detektovane promjene u EGFR genu na egzonima 19, 20 i 21. Beau-Faller
sa saradnicima je radio multicentri¢nu studiju mutacija na EGFR genu kod 10117 pacijenta

oboljelih od NSCLC. Autori su ispitivali u¢estalost mutacija na EGFR genu na egzonu 18. i 20.,
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te su utvrdili da su opisane mutacije prisutne kod 102 pacijenta (10%), $to se razlikuje u odnosu
na na$ rezultat vezan za mutaciju na egzonu 20. koju smo uoéili kod tri pacijenta, odnosno 1%
[121].

Prema tipu promjene u EGFR genu, najceS¢e se uocava delecija (prisutne kod 7 zena i 6
muskaraca), L858R (kod 8 Zena i 3 muskarca), te insercija prisutna kod 3 Zene. Zhou i saradnici
su u svojoj studiji ustanovili da je od 219 pacijenata sa adenokarcinomom plu¢a EGFR mutacija
bila prisutna kod 111 pacijenata (50.7%), ukljucujuéi 61 pacijenta sa L858R mutacijama 55%),
40 pacijenata sa 19-Del (36%), 5 pacijenata sa L861Q (4.5%), 3 pacijenta sa G719X (2.7%) i 2
pacijenta sa 20-Ins (1.8%). EGFR mutaacije su bile prisutne kod 70.5% Zena, u odnosu na
muskarce. Autori su takode uocili da pacijenti sa mutacijom 19-Del or L858R imaju bolju

prognozu u lije¢enju, u odnosu na druge tipove promjena na EGFR genu [122].

Testirani su pacijenti sa teritorije BiH, te su uzorci bili iz raznih centara. NajvieSe uzoraka je bilo
iz Univerzitetskog klinickog centra Republike Srpske (UKCRS) Banja Luka, 215 uzoraka (72%),
zatim iz Univerzitetskog klinickog centra (UKC) Tuzla 46 uzoraka (15,4%), iz Sveucilisne
klini¢ke bolnice (SKB) Mostar 18 uzoraka (6%), te iz Univerzitetskog klinickog centra Sarajevo
(UKCS) 10 uzoraka (3,3%). Iz ostalih centara iz Republike Srpske i Federacije BiH je bilo 1 do

3 uzorka za testiranje.

Posmatrajuci rezultate testiranja i ustanove iz kojih su uzorci, EGFR mutacije su najéeSce
detektovane kod pacijenata iz UKCRS, 24 od ukupno 30 detektovanih mutacija (80%), zatim iz
UKC Sarajeva 7%, SKB Mostar 4% i po 3% iz UKC Tuzla, JZU Sveti Vracevi Bijeljina, te iz
Opste bolnice Doboj.

Mnoge studije su se, tokom svog istraZivanja, bavile procjenom koli¢ine 1 kvaliteta uzoraka za
EGEFR testiranja, jer se smatra da su presudni za izvodenje pouzdane analize. Nekoliko ¢lanaka je
pokazalo adekvatnost uzoraka citologije FNA za testiranje EGFR mutacija, ali ih nisu
uporedivali sa uparenim hirurS§kim uzorcima [123, 124]. Za razliku od naSeg istrazivanja,
mnogobrojne studije ukazuju na prakti¢nost 1 pouzdanosti utvrdivanja promjena u EGFR genu

analizom citoloskih uzoraka [125].
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Analiziraju¢i promjene u EGFR genu kod pacijenata sa adenokracinomom plu¢a, Kobayashi sa
saradnicima navodi da je detekcija EGFR mutacija u uzrorcima seruma pomocu COBAS ver2,
moze biti jednako pouzdana kao i u uzorcima plazme, dok biopsije tkiva ostaju zlatni standard
[126].

Iako se citoloski uzorci rutinski koriste u dijagnostici karcinoma pluca, ipak se preporucuje status
molekularnog testiranja EGFR mutacija temeljiti na osnovu nalaza iz uzoraka biopsije ili
resekcije, a ne na uzorcima citologije [119]. Takvo miSljenje je istaknuto i u nekoliko studija
(Smouse i saradnici) [127]. Veliki problem kod citoloskih, pa i biopti¢kih uzoraka jeste niska

celularnost.

Procentualnu zastupljenost tumorskih ¢elija smo povecavali selektivnim struganjem sa plocice
citoloskog uzorka, odnosno mikrodisekcijom tumora u FFPE bioptickih, pa 1 resekcionih

uzoraka. Time smo smanjili broj zapaljenskih 1 stromalnih ¢elija, kao i nekroze.

vvvvv

bronha) u 57,2% slucajeva, zatim resekcija dijela plu¢a (pulmektomija, lobektomija ili atipicna
resekcija pluca) u 29,1% slucajeva. Najmanji broj uzoraka koji su analizirani su citoloski uzorci
16 slucajeva (5,4%). UoCavamo da je promjena u genu najceS¢e bila prisutna u biopsijama i
resekatima. Analiza uticaja vrste uzorka kod na$ih ispitanika (citoloski, biopticki uzorci,
metastaze i resekcioni uzorci) na prisustvo promjena na EGFR genu, ukazuje da nema statisti¢ki
znacajne razlike izmedu vrsta uzoraka i promjena u EGRF genu kod pacijenata oboljelih od
nemikrocelularnog karcinoma sa adenodiferencijacijom.

Dakle, mozemo zakljuciti da su svi uzorci koji su kori§¢eni u naSem istrazivanju pouzdani u

pogledu genetskog testiranja sa ciljem utvrdivanja promjena u EGFR genu.

DNK koncentracija testiranih uzoraka je ve¢inom bila iznad 2 ng/ul, kod 246 od ukupno 299
uzoraka. Koncentracija ispod 2 ng/ul je bila kod 53 uzorka. Najveci broj uzoraka je u rasponu od

2 do 9,99 ng/ul, njh 130, a najmanje sa DNK koncentracijom iznad 50 ng/pl.

Uocena je najvisa vrijednost DNK koncentracije (ng/ul) u metastazama, zatim u resekatima, a

znatno nize vrijednosti DNK u biopsijama i citoloskim uzorcima.
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U analizi nasih ispitanika utrvdena je statisticki znaajna razlika DNK koncentracije (ng/ul), u
odnosu na vrstu uzorka i to kod uzoraka uzimanim biopsijom, u odnosu na uzorke uzimane
resekatom, kao i u odnosu na uzorke metastaze. Takode, utvrdena je statisticki znacajna razlika
kod uzoraka uzimanim citologijom, u odnosu na uzorke resekata, te na uzorke uzimane
citologijom. Nema znacajne razlike u DNK koncentraciji u uzorcima dobijenim biopsijom, u
odnosu na uzorke uzimane citologijom, kao ni kod uzoraka uzimanih resekatom, u odnosu na
uzorke metastaze. Ovi rezultati ukazuju na to da Sto se tice koncentracije DNA isti je u sitnim
bioptickim uzorcima i citoloSkim materijalima. Svakako najoptimalniji uzorak se dobija

resekcijom tumora pluca ili resekcijom metastaze.

Bolje razumijevanje mehanizma tumorogeneze adenokarcinoma plu¢a moze omoguditi razvoj

efikasnih preventivnih, skrining i terapijskih strategija.
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. ZAKLJUCCI

Molekularne promjene na EGFR genu u naSem istrazivanju su verifikovane u 10%
slucajeva:

Najcesce je bila promjena na egzonu 19 u 43,3% slucajeva;

Najces¢i tip genetski promjena u EGFR genu u istrazivanju je bila delecija u 43,3%

slu¢ajeva 1 mutacija L858R u 40% slucajeva.

Genetske promjene na EGFR genu kod pacijenata oboljelih od nemikrocelularnog
karcinoma sa adenodiferencijacijom se statisticki znacajno ceS¢e srecu kod Zena (y2 =
11.492, p = 0.001);

U naSem istrazivanju nije utvrden uticaj starosti na prisustvo genetskih promjena u EGFR

genu (t =-0.982, p = 0.327);

. Najveci broj detektovanih genetskih promjena u EGFR genu je bio u sitnim biopti¢kim
materijalima 46,7% 1 resekatima (razliite vrste resekcije tumora pluca) u 43,3%
slucajeva.

Statisticki znaajna razlika nije utvrdena u pogledu prisustva ili odsustva promjena u

EGFR genu s obzirom na vrstu uzorka (biopsija, resekcija, metastaza i citoloski uzorci).

. Koli¢ina DNK je statisticki znacajno vec¢a u materijalima koji su dobijeni resekcijom ili
metastazektomijom u odnosu na materijale koji su dobijeni biopsijom i u citoloskim
materijalima;

Po koncentraciji DNK razlika nije utvrdena u materijalima koji su dobijeni biopsijom i

citologijom.
. Analiza prisustva genetskih promjena na EGFR genu je radena na uzorcima iz jedanaest
zdravstvenih ustanova iz Republike Srpske i Federacije Bosne i Hercegovine. Najveci

broj testiranih uzoraka je iz UKC RS 72% uzoraka. I najveci broj promjena na EGFR
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genu je detektovan u materijalima iz UKC RS 80% ukupno detektovanih genetskih
promjena u EGFR genu.

S obzirom na prisustvo ili odsustvo genetskih promjena na EGFR genu nije dokazana
statisticki znacajna razlika sobzirom na entitet (Republika Srpska ili Federacija Bosne i
Hercegovine) i s obzirom na zdravstvenu ustanovu iz koje je dostavljen materijal na
analizu.

Na osnovu navedenog mozemo zakljuciti da su postupanja sa materijalima sli¢na u svim

zdravstvenim ustanovama i u ovom istrazivanju nisu uticala na rezultate testiranja.
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Mpwunor 3.

Usjasa 1

HN3JABA O AYTOPCTBY

UsjaBmyjem aa je

mactep/marmctapcku pag,

Hacnos paga Ymuai KBAJIUTCTA Y30pKa Ha PE3VYJITAT TCCTHDaHia peuenTopa CrnuacpmMaiIHor
(hakTopa pacTa Koja agcHOKaplrHoMa miryha

HacoB pana na enrneckom jesuky _Influence of sample quality on the result of testing
receptors epidermal growth factor in lung adenocarcinoma

O pe3ynTaT CONCTBEHOr UCTPAXKMBAYKOr paja,

O Aa macTep/Marnuctapcku pag, y WeamHu uam y avjenosmma, Huje 61Mo npegnokex
3a pgobujarbe 6MN0 Koje Aunaome npema CTYAUjCKUM nNporpammma  apyrux
BMCOKOLLKO/ICKMX YCTAHOBA,

O Aa Cy pe3ynTatv KOPEKTHO HaBeaeHU U

O A3 HWCAM KpLIMo/na ayTopcKka MnpaBa M KOPUCTMO MHTENEKTyanHy CBOjUHY APYrux
nmua.

Y bawoj Jlyum, maj 2020. roguHe MoTtnuc KaHaMaaTa

%aa:a/wﬁs, @baﬁi
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Usjasa 2

H3jaBa kojom ce oBiaamhyje_ MeauunHcku _(paxkyarer/ AkageMuja yMjeTHOCTH
YuuBep3urtera y bamoj Jlynu na macrep/Mmarucrapcku paj y4uHH jaBHO J1OCTYIIHUM

Opnamthyjem_ MenunuHCKH dakynTer/ AkazeMujy yMjeTHOCTH YHUBEp3UTeTa y bamoj
Jlyuu na Moj MacTep/MarucTapcku paji, moj| HacJI0BOM

VYTuIaj KBanuTeTa y30pka Ha pe3ysTar TeCTHpaHja peLenTopa enuaepMaiHor (haktopa pacta

KOJl aJicHOKapIrHOMa I1yha

KOjH j€ MOje ayTOPCKO Jjeli0, YIMHU JaBHO JOCTYITHUM.

Mactep/MarucTapcku pajx ca CBUM MpWIO3UMa Mpefao/Ja caMm y eNeKTPOHCKOM ¢opmMmary,
MIOTOJTHOM 32 TPajHO apXHBHPAHE.

Moj MacTep/MarucTapcku paj, MoXpameH y TUTUTATHUPE T O3 U T O P U j yM YHUBEP3UTETA
y bamoj Jlynu, Mory a KOpucTe CBH KOjH MOIITY]y ojpeade caapkaHe y oJadpaHOM TUITY JTUIICHIIC
Kpeatune 3ajequuiie (Creative Commons), 3a kojy cam ce oTy4no/a.

. AytopcTtBo

. AyTOpCTBO - HEKOMepLMjanHoO

. AyTOpCTBO - HEKOMepUKjanHo - 6e3 npepaae

. AyTOpCTBO - HEKOMEpPUMjaNHO - ANjennTn Noa NCTUM YCNOBMMA
. AyTopcTBo - 6e3 npepage

. AyTOpCTBO - AnjennuTn NoA UCTUM YCI0BMMA

o Ok, WN B

(Monumo 12 3a0Kpy>KUTE caMo jeHY O] IIEeCT MOHYheHUX TUIEHIIH, KpaTaK OMKC JHUIICHIIU JaT je
Ha nonehuHu nucra).

Y banoj /lyumn, maj 2020. roanHe MoTnuc KaHauaaTa

=
%a‘@:awm SOPAOr




Usjasa 3

I/I3jaBa 0 HACHTUYHOCTHA HITAMIIAHE U €JICKTPOHCKE Bep3nje

MacTep/MaruncTapcKor pajia

Wme u npezume aytopa [opmana Karanuna

Hacnos paaa YTI/II_Iai KBAJIMTCTA Y30pPKa HAa pE3yJaTaT TGCTI/IDaHia PEICITOPA CIIMACPMAJIHOT
d)aKTODa pacTa Koa aACHOKapIHOoOMa HJIVha

Menrop Prof. dr Vesna Gajanin

W3jaBipyjeM 1a je mramIiana Bep3rja MOT MacTep/MarucTapcKor pajia uICHTHIHA
EJICKTPOHCKO] BEP3HjH KOJy caM IMPeIao/iia 3a TUTHTATHU PEO3UTOPH]yM
VYuusepsureta y bawoj Jlynu.

VY bamwoj JIyuu, maj 2020. ronuse ITornmc kangupara
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