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Izvod:
1Z

Receptor humanog epidermalnog faktora rasta
2 (HER2) pripada porodici receptora protein-
tirozin kinaze Cija je aktivacija povezana sa
proliferacijom malignih c¢elija, inhibicijom
apoptoze, tumorskom  angiogenezom i
sposobnosti invazije 1 metastaziranja. Povecana
proteinska ekspresija HER2 receptora moZe
nastati kao posledica amplifikacije gena i/ili
transkripcijskin  promena. Ekspresija HER2
receptora u humanim tumorima povezuje se sa
agresivnijim ponaSanjem i lo§ijom prognozom.
Ucestalost povecane proteinske ekspresije
HER2 receptora u nesitnocelijskim
karcinomima pluéa (NSCLC) je najvise
zastupljena u adenokarcinomu u odnosu na
druge histoloSke tipove. Identifikacija HER2
pozitivnih NSCLC omogucava odredivanje
grupe pacijenata koji bi bili kandidati za
specificnu terapiju. Problem predstavlja izbor
metode detekcije HER2 receptora i
nepostojanje utvrdenog protokola za ocitavanje
rezultata kao Sto postoji kod karcinoma dojke 1
zeluca. Osnovni ciljevi ove doktorske
disertacije su bili: da se odredi ucestalost
povecane  proteinske  ekspresije  HER2
receptora u adenokarcinomu pluca; da se
uporede  rezultati  povetane  proteinske
ekspresije HER2 receptora  dobijene
koris¢enjem HER2 antitela ,Hercep Test
Dako*“ 1 ,Ventana anti-HER2/neu (4B5)“
antitela; da se uporedi prisustvo amplifikacije
HER2 gena pomocu in situ hibridizacije (ISH)
(Dual IHC HER2 Kkit;Ventana Medical
Systems) retestiranjem uzoraka kod kojih je
povec¢ana  proteinska  ekspresija  HER2
receptora ocenjena sa 2+ i 3+ dobijena ,,Hercep
Test Dako* sa prisustnom amplifikacijom
HER2 gena na uzorcima koji su pomocu
»ventana anti-HER2/neu (4B5)“ ocenjeni sa
2+ 1 3+; da se uporedi ucestalost povecane
proteinske ekspresije HER2 receptora i
prisustva HER2 genske amplifikacije kod
razliCitih histoloskih podtipova
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adenokarcinoma pluca; da se utvrdi da li je
poveéana  proteinska  ekspresija  HER2
receptora u adenokarcinomu plu¢a i/ili
prisustvo genske amplifikacije povezano sa
demografskim (starost i pol pacijenta)
parametrima, puSackim statusom, pojavom
metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima i
udaljenim organima, infiltracijom pleure i
okolnih struktura, odnosno stadijumom bolesti.
Pove¢ana  proteinska  ekspresjja  HER2
receptora u adenokarcinomu pluca iznosi 7,4%
za Hercep Test Dako i 2,7% za Ventana anti-
HER2/neu (4B5) antitelo. Kod pozitivne
ekspresije slazu se u 2%, dok se kod negativne
ekspresije slazu u 91,9% sluCajeva, Sto je
ukupno 93,9%. Ucestalost amplifikacije HER2
gena kod adenokarcinoma pluca je 17,6%, od
toga je kod 2,7% slucajeva prisutna high grade
amplifikacija. Postoji statistiCki znacajna
povezanost izmedu povecane proteinske
ekspresije HER2 receptora dobijene upotrebom
HercepTest Dako i Ventana anti-HER2/neu
(4B5) antitela i amplifikacije HER2 gena.
Amplifikacija HER2 gena prisutna je kod
90,9% pacijenata sa povecanom proteinskom
ekspresijom HER2 receptora koja se dobije
upotrebom HercepTest Dako i kod 75%
upotrebom Ventana anti-HER2/neu (4B5)
antitela. Povecana proteinska ekspresija HER2
receptora dobijena pomoc¢u HercepTest Dako i
Ventana anti-HER2/neu (4B5) antitela je
najces¢a kod solidnog predominantnog tipa
adenokarcinoma u patoloSkom  T2a
deskriptoru i IB stadijumu i acinarnog
predominantnog tipa adenokarcinoma u
patoloskom T1b deskriptoru i IA stadijumu.
Amplifikacija HER2 gena je najces¢a kod
solidnog a zatim kod acinarnog i papilarnog
predominantnog tipa adenokarcinoma.
Povetana  proteinska  ekspresija HER2
receptora dobijena pomoc¢u HercepTest Dako i
Ventana anti-HER2/neu (4B5) antitela i
amplifikacija HER2 gena se najcesSce javljaju
kod muskaraca, pusaca, u starosnoj dobi od 61-
70 godina, tumora veli¢ine 31-50 mm, NO i MO
statusu bolesti, bez prisustva tumorske
infiltracije pleure i okolnih struktura.
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Abstract: Human epidermal growth factor 2 (HER2) is a
AB member of the epidermal growth factor family

having tyrosine kinase activity, which is
directly linked to malignant cells proliferation,
apoptosis inhibition, tumor angiogenesis and
ability for invasion and metastasis. Increased
protein expression of HER2 receptors can be
the consequence of gene amplification and/or
transcription changes. Expression of HER2
receptors in human tumors is associated with
more aggressive behavior and worse prognosis.
Incidence of increased protein expression of
HER2 receptors in non-small-cell lung
carcinoma (NSCLS) is mainly represented in
adenocarcinoma, in comparison with other
histological types. Identification of HER2
positive NSCLC enables determination of a
group of patients who would be candidates for
specific therapy. The problem occurs in
choosing the method of detection of HER2
receptors and non-existence of determined
protocol for reading the results, as the one ones
which exist for breast and gastric carcinoma.
The main objectives of this PhD dissertation
were: to determine the incidence of increased
protein expression of HER2 receptors in lung
adenocarcinoma; to compare the results of the
increased protein  expression of HER2
receptors obtained by using HER2 antibodies
"HercepTest Dako" and "Ventana anti-
HER2/neu (4B5)" antibodies; to compare the
presence of HER2 gene amplification by in situ
hybridization (ISH) (Dual IHC HER2 Kit:
Ventana Medical Systems) by retesting the
samples in which the increased protein
expression of HER2 receptors was graded with
2+ and 3+, obtained by "HercepTest Dako"
with present gene HER2 amplification on
samples obtained by "Ventana anti-HER2/neu
(4B5) and graded with 2+ and 3+; to compare
the incidence of increased protein expression
of HER2 receptors and presence of HER2 gene
amplification in different histological subtypes
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of lung adenocarcinoma; to determine if the
increased protein expression of HER2
receptors in lung adenocarcinoma and/or
presence of gene amplification is related to
demographic (age and sex of the patient)
parameters, smoking status, appearance of
metastases in regional lymphatic nodes, distant
organs, infiltration of pleura and surrounding
structures, and stage of the disease. Increased
protein expression of HER2 in lung
adenocarcinoma is 7.4% for HercepTest Dako
and 2.7% for Ventana anti-HER2/neu (4B5)
antibody. In positive expression they are
correlated in 2%, while in negative expression
they are correlated in 91.9% cases, which is
overall 93.9%. The incidence of HER2 gene
amplification in lung adenocarcinoma is
17.6%, from that in 2.7% of the cases high
grade amplification is present. There is a
statistically significant correlation between
increased protein expression of HER2
receptors obtained by use of HercepTest Dako
and Ventana anti-HER2 /neu (4B5) antibody
and amplification of HER2  genes.
Amplification of HER2 genes is present in
90.9% of patients with increased protein
expression of HER2 receptors, which is
obtained by using HercepTest Dako and in
75% patients by using Ventana anti-HER2/neu
(4B5) antibody. Increased protein expression
of HER2 receptors obtained by HercepTest
Dako and Ventana anti-Her2/neu (4B5)
antibody is most common in solid predominant
type of adenocarcinoma in pathological T2a
descriptor and IB stadium and acinar
predominant type of adenocarcinoma in
pathological T1b descriptor and IA stadium.
Amplification of HER2 genes is most common
in solid, and then in acinar and papillary
predominant  type of adenocarcinoma.
Increased protein expression of HER2
receptors obtained by HercepTest Dako and
Ventana anti-HER2/neu (4B5) antibody and
amplification of HER2 genes most commonly
occurs in men, smokers, at the age of 61-70
years, tumor size 31-50 mm, NO and MO
disease status, without presence of tumor
infiltration of pleura and surrounding
structures.
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1. UvVOD

1.1. EPIDEMIOLOGIJA

Karcinom pluca je najces¢i uzrok oboljevanja i umiranja od malignih tumora Sirom sveta, a
njegova ucestalost je u stalnom porastu. Procenjeno je da je karcinom pluc¢a uzrok smrtnosti
kod 159.260 slucajeva u 2014. godini, $to ¢ini 27% od ukupnog broja umrlih od malignih
tumora u Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD) (1). Nestnocelijski karcinomi pluca
(NSCLC) ¢ine oko 85% svih karcinoma pluca, a adenokarcinom je najces¢i histoloski tip (2).
Najces¢e obolevaju stariji od 60 godina (3, 4) sa veCom zastupljeno$¢u kod muskaraca u
odnosu na Zene zbog aktuelnih trendova u pusenju (5). Uprkos ulaganju svih napora u ranom
otkrivanju i leCenju karcinoma pluca, petogodiSnje prezivljavanje je oko 15,7% (6).

U 2008. godini karcinom pluéa je u svetu bio najée$ée dijagnostikovani karcinom i naj¢esc¢i
uzrok smrtnosti od karcinoma kod muskaraca (7). Kod Zena je karcinom pluca bio na
cetvrtom mestu po ucestalosti, a na drugom mestu po smrtnosti od malignih bolesti. Ukupno
je bilo 1,6 miliona novih slu¢ajeva (13% od ukupnog broja) i 1,4 miliona smrtnih slucajeva
od karcinoma pluc¢a (18% od ukupnog broja). Stopa incidence i mortaliteta karcinoma pluca
su bili najve¢e u SAD i razvijenim zemljama, dok su nerazvijena geografska podrucja,
ukljucujuéi Centralnu Ameriku i vec¢inu Afrike imala nizu stopu incidence (Grafikon 1- A).
Razvijene zemlje imaju vecu stopu incidence i mortaliteta karcinoma plu¢a kod oba pola od
manje razvijenih zemalja (Grafikon 1- B,C). Svetska zdravstvena organizacija (SZO)
procenjuje da ¢e mortalitet od karcinoma pluc¢a Sirom sveta nastaviti da raste kao rezultat
globalne upotrebe duvana, posebno u Aziji (8).

50 Incidence
A Males Females B 45
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5
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Central and Eastern Europe 570 O More Developed
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Grafikon 1. Standardizovana stopa incidence i mortaliteta uzrokovana karcionomom plu¢a kod muskaraca i
zena u Svetu, 2008. (A). Incidenca i mortalitet uzrokovan karcinomom pluca u razvijenim i manje razvijenim
zemljama kod muskaraca i Zena (B, C). (M3z60p: Jemal A, Bray F, Center MM, Ferlay J, Ward E, Forman D.
Global cancer statistics. CA Cancer J Clin. 2011;61(2):69-90.)
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U 2012. godini karcinom pluca je bio u svetu najc¢es¢i karcinom kod muskaraca (1,2 miliona
ili 16,7% od ukupnog broja) sa najviSom stopom ucestalosti u centralnoj i isto¢noj Evropi
(53,5 na 100.000) i isto¢noj Aziji (50,4 na 100.000), dok je najniza stopa ucestalosti bila u
srednjoj i zapadnoj Africi (2,0 i 1,7 na 100.000) (9). Kod zena je karcinom pluéa bio na
cetvrtom mestu po ucestalosti posle karcinoma dojke, debelog creva i grlica materice sa
najvisom stopom ucestalosti u Severnoj Americi (33,8 na 100.000) i severnoj Evropi (23,7 na
100.000) i najnizom stopom ucestalosti u zapadnoj Africi i Bliskom Istoku (1,1 i 0,8 na
100.000). Ukupno je bilo 1,8 miliona novih slucajeva (12,9% od ukupnog broja) i 1,59
miliona smrtnih slu¢ajeva od karcinoma pluc¢a (19,4% od ukupnog broja) (Grafikon 2).
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Grafikon 2. Stopa ucestalosti i mortaliteta uzrokovana karcinomom pluca kod muskaraca i Zena u
Svetu (Izvor: GLOBOCAN 2012)

U 2014. godini zabelezeno je 224.100 novoobolelih i 159.260 umrlih od karcinoma plu¢a. U
periodu od 2010. do 2014.godine u SAD je zabeleZen pad incidence i1 mortaliteta od
karcinoma pluéa kao rezultat uspesno sprovedene kampanje protiv pusenja. Smanjenje
incidence se javljalo 5 godina posle prestanka puSenja (10), a posle 10 godina bivsi pusaci Su
imali 50% manji rizik da obole od pusenja u odnosu na osobe koje su nastavile da puse (11).
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Stopa incidence karcinoma pluc¢a se razlikuje i po etnickoj pripadnosti. U 2009. godini
Afroamerikanci su imali najvecu stopu incidence 69 na 100.000, dok su Spanci imali
najnizu stopu od 30 na 100.000 (12).

Stope incidence kod muskaraca na jugu i u zemljama isto¢ne Evrope, Japanu i Kini i za zene
iz najrazvijenijih zemalja i dalje rastu ili su dostigle plato (13-17). Podaci o trendu su manji
za manje razvijene zemlje ali dokazi upucuju na to da stopa incidence karcinoma pluc¢a u
Latinskoj Americi raste (18) i o¢ekuje se povecanje incidence karcioma plué¢a u Aziji i Africi,
posebno kod muskaraca (19).

Karcinom plu¢a je kod oba pola na vrhu liste po broju godiSnje procenjenih smrtnih
slucajeva, i to 85.600 ili 28% svih smrtih sluc¢ajeva karcinoma za muskarce i 71.340 ili 26%
svih smrtnih slu¢ajeva karcinoma za zene (20).

Siegel i sarad. (20) su 2011. godine u pregledu statistike umrlih od karcinoma ukazali na
smanjenje stope mortaliteta od karcinoma plu¢a kod muskaraca za 2,0% godisnje u periodu
od 1994. do 2006. godine. Kod Zena je stopa mortaliteta karcinoma pluca nastavila da raste za
0,3% godisnje u periodu od 1995. do 2005. godine, dok podaci iz perioda od 2003. do 2006.
godine pokazuju ohrabruju¢i trend sa pocetkom u padu od 0,9% godisnje. Ucestalost
karcinoma pluc¢a kod Zena je u poslednjih nekoliko decenija opala sa 5,6% izmedu 1975. i
1982. godine, na 3,4% izmedu 1982. i 1990.godine, 0,4% usmehy 1991. i 2006. godine sve
do -2,3% od 2006. do 2008 godine. Zbog promene u incidenci karcinoma plu¢a kod Zena,
smrtnost od karcinoma plu¢a se prvi put smanjuje posle vise od jedne decenije nakon
smanjenja kod muskaraca (21).

U Evropi najvisa stopa ucestalosti karcinoma pluc¢a 2012. godine je za musSkarce bila u
Madarskoj (76,6 na 100.000), Makedoniji (71,3 na 100.000) i Srbiji (70,3 na 100.000), dok
je najniza stopa udestalosti zabeleZena na Kipru i u Svedskoj (26,0 i 19,4 na 100.000) (9).

Najvisa stopa ucestalosti karcinoma plu¢a u Evropi za 2012. godinu za Zene je bila u Danskoj
(37,6 na 100.000), Madarskoj (33,2 na 100.000) i Holandiji (31,5 na 100.000), dok je najniza
stopa ucestalosti zabeleZzena u Belorusiji i Ukrajini (6,2 i 6,1 na 100.000) (9).

Srbija se ne razlikuje od ostalih zemalja u razvoju u pogledu vodecih lokalizacija karcinoma.
U Srbiji godi$nje oboli oko 25.000 osoba od malignih bolesti. Prema podacima Instituta za
javno zdravlje Srbije ,, dr Milan Jovanovi¢ Batut* u 2012. godini je od malignih bolesti
obolelo 26218 osoba, a umrla 15231 osoba. Od karcinoma pluc¢a obolelo je 4076 osoba (3117
muskaraca 1 959 Zena), a umrla 3541 osoba (2588 muskaraca i 963 zene). Kod muskaraca
karcinom pluc¢a je na prvom mestu po ucestalosti oboljevanja u odnosu na sve maligne bolesti
i ¢ini 22,5% , a iza njega su karcinom prostate (12,6%) i karcinom kolorektuma (12,4%).
Kod Zena karcinom pluca je po ucestalosti oboljevanja na cetvrtom mestu i ¢ini 7,8% posle
karcinoma dojke (25,8%), karcinoma kolorektuma (8,5%) i karcinoma grlica materice
(8,0%). Standardizovana stopa incidence karcinoma plu¢a kod muskaraca iznosila je 65,0 na
100.000, dok je kod Zena iznosila 18,2 na 100.000. Karcinom plu¢a je vodeéi uzrok
mortaliteta obolelih od malignih bolesti kod muskaraca i iznosi 29,8%, dok je kod Zena na
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drugom mestu i iznosi 14,7% iza karcinoma dojke (18%). Standardizovana stopa mortaliteta
karcinoma plu¢a kod muskaraca iznosila je 51,6 na 100.000, a kod Zena 17,1 na 100.000.
Muskarci su najcesce obolevali u prvoj polovini sedme decenije a zene u Sestoj deceniji. U
0smoj deceniji je zabeleZeno najviSe umrlih i muskaraca i zena (22).

U Vojvodini je prema podacima Registra malignih i benignih tumora plu¢a u periodu od
2002. do 2012. godine ukupno registrovano 16 994 malignih tumora plu¢a sa udelom 76,63%
kod muskaraca i 23,77% kod zena. Stopa incidence belezi rast i kod muskaraca (sa
74,09/100.000 na 82,02/100.000) i kod zena (sa 15,57/100.000 na 27.0/100.000). Kod
muskaraca karcinom pluca je vodec¢i uzrok mortaliteta obolelih od malignih bolesti (32,6%) 1
drugi najces¢i uzrok smrtnosti kod zena (14,6%) iza karcinoma dojke (18,3%). Stopa
mortaliteta u istom periodu beleZi rast 1 kod muSkaraca (sa 64,30/100.000 na 72,20/100.000) 1
kod Zena (sa 12,72/100.000 na 21,72/100.000) (23, 24).

Incidenca i mortalitet uzrokovan karcinomom pluca su u stalnom porastu od tridesetih godina
proslog veka, pretezno zbog popularnosti pusenja cigareta (25). U poslednjih 100 godina
karcinom pluéa se transformisao iz retke bolesti u globalni problem (26). Ulozeni napori za
poboljsanje ishoda nisu doveli samo do boljeg razumevanja etiologije tumora plu¢a nego do
boljeg razumevanja histoloskih i molekularnih karakteristika individualnih karcinoma pluéa.

1.2. PREVENCIJA NASTANKA KARCINOMA PLUCA

Najznacajniji faktor rizika za nastanak karcinoma plu¢a je puSenje cigarcta sa relativnim
rizikom od 20% do 25% i pripisivim rizikom od 85% do 90% (27) . Drugi znacajniji faktori
koji doprinose nastanku karcinoma plu¢a su duvanski dim, profesionalno izlaganje azbestu,
radonu 1 ishrana. Incidenca karcinoma plu¢a a samim tim i smrtnost od karcinoma pluca
moze se smanjiti sprecavanjem inicijacije pusenja, prestankom puSenja, ranim otkrivanjem,
le¢enjem bolesti i hemoprevencijom (27).

1.2.1. Primarna prevencija

Primarna prevencija obuhvata sve mere koje se preduzimaju, a mogu spreciti nastanak ove,
potencijalno preventabilne, maligne bolesti u opstoj populaciji. Mere koje se mogu preduzeti
su uticaj na smanjenje ili eliminaciju faktora rizika za nastanak karcinoma plucéa, kao i
prihvatanje zdravih stilova Zivota §to veceg broja pojedinaca (28).

Primarna prevencija karcinoma plu¢a znaci pre svega sprecavanje inicijacije puSenja i
prestanak pusenja kao glavnog faktora rizika za nastanak bolesti. Zbog sve veceg broja ljudi
koji Sirom sveta nastavljaju da puSe napori za sprecavanje inicijacije pusenja posebno kod
tinejdzera 1 dece su od izuzetnog znacaja. Pored toga, prestajanje pusenja kao druga metoda
primarne prevencije mora biti kontinuirano ojacana. PuSaci koji prestanu da puse vise od 15
godina imaju smanjenje rizika od 80% do 90% za nastanak karcinoma plu¢a u poredenju sa
osobama koje i dalje puse. Pusaci koji prestanu da puse ¢ak i u srednjem dobu izbegavaju
vecinu svog kasnijeg rizika za nastanak karcinoma, a prestankom pusenja pre srednjih godina
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izbegava se vise od 90% rizika koji se moze pripisati duvanu (29). Rizik za nastanak
karcinoma pluca kod bivsih pusaca se smanjuje sa duzim trajanjem apstinencije pusenja (30).
Rizik za nastanak karcinoma pluc¢a kod pasivnih pusaca koji zive sa pusacem povecan je za
¢ak 20-30% (28).

Mere primarne prevencije su intervencije na nivou pojedinaca, na nivou skole i zajednice u
vidu: unapredenja i primene zakona i drugih propisa kako bi sva javna i radna mesta bila bez
duvanskog dima, podizanje svesti stanovniStva o Stetnosti pasivnog puSenja kroz medijske
kampanje i edukativne programe, podizanje nivoa znanja u populaciji o Stetnosti pusSenja,
sprovodenje odredbi Zakona o zabrani prodaje duvanskih proizvoda maloletnim licima,
sprovodenje odredbi Zakona o zabrani reklamiranja 1 promocije duvanskih proizvoda, kao 1
sponzorstva javnih dogadaja od strane duvanske industrije, podizanje cena duvanskih
proizvoda, psihosocijalni tretman i farmakoterapija u leCenju zavisnosti od pusenja (31, 32).

Prihvatanjem do sada objavljenih rezultata Sirom sveta koji govore da se zloupotreba duvana
ne moze lako 1 brzo eliminisati dat je akcenat na podru¢je hemoprevencije karcinoma pluca.
Hemoprevencija je upotreba specificnih prirodnih ili sintetickih hemijskih agenasa za
inhibiciju razvoja karcinoma blokirajuci oste¢enje DNK koje inicira karcinogenezu (33).
Hemoprevencija se moze primeniti za prevenciju nastanka karcinoma plu¢a kod osoba sa
poznatim faktorima rizika (primarna hemoprevencija), kod osoba sa premalignim promenama
(sekundarna hemoprevencija) ili kod osoba sa prethodno dijagnostikovanim karcinomom i
kurativnim tretmanom (tercijarna hemoprevencija) (27). Hemoprevencija se koristi sa
uspehom kod karcinoma dojke (tamoxifen), karcinoma prostate (finasterid) i karcinoma
debelog creva (celokoksib), medutim do sada se nijedan hemijski agens nije pokazao kao
efikasna hemoprevencija za karcinom pluca (34, 35). U toku su studije novih hemijskih
agenasa i procenjivanje njihove efikasnosti u hemoprevenciji, a kontrola duvana i prestanak
pusenja ostaju i dalje glavni oblici prevencije karcinoma pluca.

1.2.2. Sekundarna prevencija

Rano otkrivanje ili skrining karcinoma pluca predstavlja sekundarnu prevenciju. Skrining je
kod karcinoma plu¢a kontroverzno pitanje. Za sada ne postoji jedinstven ustanovljen test koji
bi bio standard za detekciju karcinoma pluc¢a (28). Preporuka je da se kod pacijenata sa
visokim rizikom za karcinom pluéa, primenjuje skrining i to je pozeljno u sklopu dobro
dizajniranih klinickih studija (36). Dugogodisnji pusaci, posebno od svoje 55-te godine
Zivota, trebalo bi da odlaze na redovne preglede, tj. na niskodozni skener pluc¢a (CT)
najmanje jednom u dve godine, a poZeljno bi bilo jednom godi$nje (37). Sva dosadaSnja
istrazivanja pokazuju da daleko duze Zive pacijenti kod kojih je karcinom plucéa otkriven u
ranom stadijumu. Ukoliko se bolest dijagnostikuje u pocetnoj fazi, le¢enje je efikasnije i
jeftinije.
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1.3. FAKTORI RIZIKA U NASTANKU KARCINOMA PLUCA

1.3.1. PuSenje

Duvan je prvobitno zvakan u Kolumbiji i bio je deo kulturne i ekonomske strukture ove
zemlje. Sredinom XIX veka postao je $iroko dostupan u formi cigareta nakon razvoja masina
za zavijanje cigareta (8).

Pre Prvog svetskog rata, upotreba cigareta u SAD je bila skromna. Prose¢na odrasla osoba
pusila je manje od 100 cigareta godiSnje u 1900. godini, a 50 godina kasnije ovaj broj je
porastao na oko 3500 cigareta po osobi godiSnje i dostigao maksimum 1960- ih na oko 4400
cigareta po osobi godisnje (38).

Prvi nau¢ni izvestaj koji povezuje puSenje cigareta sa povecanim rizikom od prerane smrti
objavljen je 1938. godine (39). Ochsner i DeBakey su 1941. godine u svom radu naveli
slede¢e "naSe definitivno uverenje je da je povecanje incidence karcinoma pluca u velikoj
meri rezultat povecanja pusenja™ (40). Nakon toga objavljen je veéi broj studija koje ukazuju
na uzro¢nu povezanost pusenja i nastanka karcinoma pluc¢a (41). Kod ljudi koji nisu nikada
pusili ali koji su ziveli sa puSaCem relativni rizik od nastanka karcinoma pluc¢a je izmedu
1.14 i 5.20 (42, 43), a pasivno puSenje u toku detinjstva povecava rizik za nastanak
karcinoma plu¢a u odraslom dobu za 3,6 puta (44).

Prema podacima istrazivanja Instituta za javno zdravlje “Dr Milan Jovanovi¢ Batut”
sprovedenog 2014. godine u Srbiji od ukupnog broja ispitanika najveci broj (49%) nije
nikada pusio, dok je 37% bilo u kategoriji pusaca, tj. pusili su povremeno ili svakodnevno,
pri cemu je bio veci procenat muskaraca koji puSe u poredenju sa Zenama. Sve veéi broj
pusaca je registrovan medu mladima, i to 25% u starosnoj dobi od 18-29 godina. Najveéi
procenat po 36% je bio u starosnim grupama 30-44 godine i 45-59 godina, dok je 22%
pusaca bilo zastupljeno kod osoba starijih od 60 godina. Od ukupnog broja puSaca i bivsih
pusaca 13% je navelo da je ograni¢enje mogucénosti puSenja na javnim mestima uticalo na to
da prestanu da puse, dok je 14% iz istog razloga smanjilo broj cigareta koje popuse u toku
dana. Podaci ukazuju na to da svaki drugi pusa¢ ima Zelju da prestane da pusi, a kao glavnu
prepreku za prestanak pusenja 72% pusaca navodi jaku naviku (45).

Medunarodna agencija za istrazivanje raka (IARC) je identifikovala najmanje 50
kancerogena u duvanskom dimu (46, 47). Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici, kancerogena
jedinjenja prisutna u duvanskom dimu, indukuju mutaciju p53 gena i dovode do disregulacije
¢elijskog ciklusa i indukuju karcinogenezu (48). N-nitrozo jedinjenja su jo$ jedna glavna
grupa hemikalija pronadenih u duvanskom dimu i mogu se nac¢i u urinu pusaca (49).
Povecanje nitrozamina je uzrok promene dominantnog celijskog tipa karcinoma pluca od
skvamoznog do adenokarcinoma. NNK (4-(metilnitrozoamino)-1(3-piridil)-1-butanone) je
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povezan sa mutacijama DNK S§to rezultira aktiviranjem K-ras onkogena (50, 51). Aktivacija
K-ras onkogena otkrivena je kod 24% osoba obolelih od adenokarcinoma pluca (52) i
prisutna je u adenokarcinomu pluca kod bivsih pusaca, §to ukazuje na to da takve mutacije
predstavljaju uvod u karcinogenezu i sa prestankom puSenja duvana (53). Pored toga,
specificna hemijska komponenta duvanskog dima, benzo [a] piren metabolit, moze oStetiti
razli¢ite pS3 tumor-supresorne genske lokuse za koje se zna da su mutirani u priblizno 60%
slucajeva primarnog karcinoma pluca. (54).

Rizik za nastanak karcinoma pluca je proporcionalan koli¢ini potrosnje cigareta, jer faktori,
kao §to je broj pakovanja cigareta po danu, duzina pusackog staza, stepen inhalacije, koli¢ina
katrana 1 nikotina u cigaretama, upotreba nefiltriranih cigareta, su vazni u proceni rizika (55,
56).

1.3.2. Radon

Radon se smatra drugim najvaznijim uzrokom karcinoma plu¢a. Procenjeno je da je radon
odgovoran za 2-9% pojava karcinoma plu¢a u zemljama Evrope. Radon (radon 222) je
prirodni proizvod raspadanja radijuma 226, koji je i sam proizvod raspadanja uranijuma 238.
Uran i radjjum su prisutni u zemljiStu i stenama u visokim koncentracijama. Dokazi iz
epidemioloskih studija pokazuju linearnu povezanost izmedu izlozenosti radona kod
podzemnih rudara i rizika za nastanak karcinoma pluca (57-60). Agencija za zaStitu Zivotne
sredine je utvrdila da ¢e radon biti drugi vodec¢i uzrok karcinoma pluca posle pusenja cigareta
(61). Povecan rizik pripisan radonu je usled difuzije radona iz zemljiSta. Inhalirani radon ima
kancerogeno dejstvo na pluca zbog emisije o Cestica nakon raspadanja (62, 63) i dodatno ima
sinergisticki efekat sa inhalacijom duvanskog dima (64).

1.3.3.Familijarni faktori

Povecan rizik za nastanak karcinoma plu¢a imaju osobe sa porodi¢nom istorijom ranog
karcinoma pluc¢a, pre 60 godine Zivota (65). Dvostruko povecan rizik za nastanak karcinoma
pluca imaju nepusai sa  poroditnom istorijom  karcinoma pluéa  (66).
Bailey-Wilson i sarad. (67) su koristeci pristup porodiénim vezama prvi prijavili povezanost
familijarnog karcinoma plu¢a sa promenama lokusa 6g23-25p (146¢cM-164cM). Nakon toga
su objavljene studije koje pokazuju povezanost familijarnog karcinoma plu¢a sa promenama
lokusa 6g23-25p i promenama T790M u receptoru epidermalnog faktora rasta EGFR (68, 69,
70). Amos i sarad. (71) su identifikovali lokus koji bi mogao imati zna¢ajnu ulogu u nastanku
karcinoma pluc¢a (15025.1), koji sadrzi nikotinske gene koji kodiraju acetilholinski receptor.
Dodavanje istorije pusenja na ucinak ovog nasleda povezano je sa 3 puta veéim rizikom od
karcinoma pluca. Sa napretkom nauke i tehnologije mogucée je identifikovati ciljane podgrupe
koje imaju genetski visok rizik za nastanak karcinoma pluca 1 sprovesti specificne
intervencije ukljuujuci intenzivne napore u prestanku puSenja, sprovodenje skrininga i
preventivnih programa.
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1.3.4. Ishrana

Voce i povrce kao bogat izvor vitamina i drugih mikronutritienata, korisni su u odrzavanju i
unapredenju zdravlja i smanjenju rizika od nastanka karcinoma pluca i drugih
malignih tumora (72-75). Pokazalo se da niske serumske koncentracije antioksidanata, kao
§to su vitamini A, C i E su povezane sa razvojem karcinoma pluca (76, 77). Vitamin A
biljnog porekla, odnosno karotenoidi imaju protektvni efekat za nastanak karcinoma pluca,
dok je za PB- karoten dokazano da ima najveci zastitini efekat (78). Odredeni prehrambeni
proizvodi, ukljuujuci crveno meso, mle¢ni proizvodi, zasicene masti, lipidi, hrana koja
sadrzi nitrozodimetilamine 1 nitrite koji se nalaze u salamama 1 dimljenim mesnim
proizvodima povecavaju rizik za nastanak karcinoma pluca (79-84). Opsta preporuka vecine
studija je uravnoteZen unos voca i povréa u ishranu, ukljucuji¢i i one koje sadrze B- karoten
jer dosadasnje studije nisu pokazale znacajniji efekat hemoprevencije suplementacijom
vitaminima.

1.3.5. Alkohol

Analizom 7 prospektivnih studija sa 399.767 ucesnika 1 3137 slucajeva karcinoma pluca,
ustanovljeno je da je veci rizik za nastanak karcinoma pluc¢a kod osoba koje su konzumirali
najmanje 30 g alkohola dnevno u odnosu na osobe koje su se uzdrzavale od alkohola (85).

1.3.6. Azbest

Azbest je najpoznatiji i najéesci profesionalni kancerogen koji dovodi do nastanka karcinoma
pluca (86, 87). Azbest se komercijalno koristi od kasnih 1800-ih, a njegova Cvrstina i
otpornost na visoke temperature ucinile su ga korisnim u gradevinskim 1 izolacionim
materijalima. Profesionalno izlaganje azbestu dovodi do pleuralnih 1 pluénih promena.
Pleuralne manifestacije su u vidu efuzija, pleuritisa ili pleuralnih plo¢a koje obi¢no zahvataju
parijetalnu pleuru i ¢esto kalcifikuju. Udisanje azbestnih vlakana moze dovesti do oboljenja
plu¢nog parenhima, posebno intersticijske plucne bolesti, poznate kao azbestoza. Svi glavni
tipovi azbesta mogu izazvati intersticijsku bolest pluca, iako amfibolna vlakna mogu biti vise
fibrogenska od krizotilnih vlakana. Azbestoza se razvija kod izloZenosti iznad grani¢ne doze
vlakna od priblizno 25 do 105 vlakana po ml godiSnje, gde je granicna doza obicno
dostignuta samo kod rudara, mlinara, tekstilnih radnika koji imaju jaku radnu ekspoziciju
zbog koris¢enja azbestnih izolatora (88). Razvoj intersticijske fibroze obi¢no zahteva
produzeno izlaganje viSe mjeseci tokom godine. Period latencije od izloZenosti do
prezentacije bolesti je obrnuto proporcionalan nivou izloZenosti. Relativni rizik od nastanka
karcinoma pluca izlaganjem azbestu je 6 puta, dok je rizik kod pucaca 11 puta, a ukoliko su
osobe koje su izlozene azbestu i pusaci relativni rizik je ¢ak 59 puta (8).

1.3.7. Aerozagadenje

Karcinom plu¢a moze biti jedan od neZeljenih efekata dugotrajne kumulativne izlozenosti
zagadenom vazduhu, kroz proces zapaljenja, oksidativnog stresa, indukcije prokoagulantnog
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stanja i disfunkcije autonomnog nervnog sistema (89,90). Procenat karcinoma pluca koji se
mogu pripisati urbanom zagadenju vazduha u Evropi je 11% (91).

1.3.8. Druge bolesti

Neke nemaligne bolesti su povezane sa povecanim rizikom od nastanka karcinoma pluca.
Hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a (HOBP) znacajno je povezana sa povecanim rizikom od
karcinoma pluca, naro¢ito kod muskaraca (92, 93, 94). Nosioci deficita al- antitripsina (95),
intersticijska fibroza (96, 97), plu¢na tuberkuloza (98, 99) i sistemske bolesti vezivnog tkiva
(100) povecavaju rizik za nastanak karcinoma pluca. Infekcije HPV i HIV virusima,
citomegalovirus, virus malih boginja takode povecaaju rizik za nastanak karcinoma pluca
(101-107).

1.4. TNM KLASIFIKACIJA I STADIJUM KARCINOMA PLUCA

Odredivanje stadijuma prosirenosti karcinoma u vreme postavljanja dijagnoze je najvazniji
prediktivni faktor prezivljavanja a ujedno i jedan od glavnih ¢inioca koji uti¢u na izbor vrste i
duzine leCenja pacijenta. TNM Klasifikacija je metod procene raSirenosti tumora Koji
ukljucuje karakteristike primarnog tumora (oznaka T), regionalnih limfnih ¢vorova (oznaka
N), kao i prisustvo udaljenih metastaza (oznaka M). Svakom od ovih slova se pridodaje broj
koji u slu¢aju primarnog tumora oznacava veli¢inu ili lokalnu prosirenost primarnog tumora,
a u sluGaju regionalnih limfnih ¢vorova i udaljenih metastaza broj oznacava prisustvo ili
odsustvo tumora kao i njihovu anatomsku lokalizaciju. Od uvodenja TNM Kklasifikacije koju
je postavio Pierre Denoix izmedu 1943. i 1952. godine, doSlo je do znacajnih promjena
ukljucujuci i TNM Kklasifikaciju karcinoma plu¢a. TNM klasifikaciju su nastavile da razvijaju
dve najvece svetske oganizacije, Medunarodna unija za borbu protiv karcinoma (Union
Internationale Contre le Cancer- UICC) i Americ¢ki udruZeni komitet za karcinom (American
Joint Comitete for Cancer- AJCC) (108, 109). Sedmo izdanje TNM Klasifikacije karcinoma
pluca objavljeno je septembra 2009. godine (110, 111) koje je u upotrebi od januara 2010.
godine (112, 113) (Tabela 1). Sedma revizija je donela promene koje su bile zasnovane na
predlozima Medunarodnog udruzenja za proucavanje karcinoma pluéa (International
Association for the Study of Lung Cancer- IASLC) koje je osnovalo Medunarodni stejdzing
komitet (International Staging Comitete- ISC) (114, 115). Projekat je organizovan i
finansiran od strane IASLC koji je prikupio i analizirao vise od 100.000 slu¢ajeva karcinoma
pluca prijavljenih iz 46 centara i 19 zemalja Sirom sveta (116).

Na osnovu TNM Kklasifikacije tumora odreduje se i opsti stadijum prosirenosti bolesti, pa se
pacijenti svrstavaju u jedan od Cetiri osnovna, od kojih su stadijumi I, 11 | 11l podeljeni u
podgrupe aib (117, 118) (Tabela 2).
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Tabela 1. Sedma revizija TNM klasifikacije karcinoma pluca

T (Primarni tumor)

T0 Nema primarnog tumora
Tis Karcinom in situ
T1 Tumor < 3cm okruzen plu¢ima ili visceralnom pleurom, bez bronhoskopske
evidencije o invaziji proksimalno od lobarnog bronha.
Tla Tumor <2 cm u najvecem dijametru
T1b Tumor > 2 cm i1 < 3 ¢cm u najveéem dijametru
T2 Tumor > 3 cm u najveem dijametru ili tumor sa bilo kojom od sledecih

karakteristika: zahvata glavni bronh > 2 cm distalno od karine, zahvata
visceralnu pleuru, udruzen sa atelektazom ili opstruktivnim pneumonitisom
koji zahvataju hilarnu regiju, ali ne zahvataju celo pluce.

T2a Tumor >3cmi<5cm
T2b Tumor > 5cmi<7cm
T3 Tumor > 7 cm u najveéem dijametru ili tumor sa bilo kojom od sledecih

karakteristika: direktno zahvata zid grudnog kosa, dijafragmu, freni¢ni nerv,
medijastinalnu pleuru, parijetalni perikard, glavni bronh na manje od 2 cm od
karine bez njenog zahvatanja, atelektaza ili pneumonitis celog pluca,
odvojeni tumorski nodusi u istom reznju.

T4 Tumor bilo koje veli¢ine koji zahvata: medijastinum, srce, velike krvne
sudove, traheju, povratni nerv, jednjak, ki¢mene prsljenove, karinu ili sa
odvojenim tumorskim nodusima u drugom ipsilateralnom reznju.

N (Regionalni limfni ¢vorovi)

NO Bez metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima

N1 Metastaze bilo u ipsilateralnim peribronhijalnim ili hilarnim limfnim
¢vorovima, bilo i u jednim i u drugim, ukljucujudi i direktno zahvatanje

N2 Metastaze u ipsilateralnim medijastinalnim i/ili subkarinalnom limfhom
¢voru

N3 Metastaze u kontralateralnim medijastinalnim i hialrnim; u ipsilateralnim i/ili

kontralateralnim skalenskim ili supraklavikularnim limfnim ¢vorovima.

M (Udaljene metastaze)

MO Bez udaljenih metastaza
M1 Udaljene metastaze
M1la Odvojeni tumorski nodus(i) u kontralateralnom reznju; tumor sa

pleuralnim nodusima ili maligni pleuralnii/ili perikardni izliv

M1b Udaljene metastaze
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Tabela 2. Stadijum bolesti

Okultni karcinom TX NO MO
Stadijum 0 Tis NO MO
Stadijum 1A Tlab NO MO
Stadijum IB T2a NO MO
Stadijum 1A Tlab N1 MO

T2a N1 MO
T2b NO MO
Stadijum 11B T2b N1 MO
T3 NO MO
Stadijum 1A T1, T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
T4 NO, N1 MO
Stadijum I11B T4 N2 MO
bilo koji T N3 MO

Stadijum 1V bilo koji T bilo koji N M1la,b

Nedavno je revidirana sedma TNM Kklasifikacija karcinoma pluc¢a koja je usvojena od strane
IUCC i AJCC, a novo 8. izdanje je objavljeno u januaru 2017. godine (119).

Osmo izdanje TNM Klasifikacije karcinoma plu¢a zasnovano je na analizama Medunarodne
asocijacije za istrazivanje baze podataka o karcinomu pluca, koja je uklju¢ila 77156
pacijenata sa dijagnostikovanim karcinomom pluc¢a u periodu od 1999. do 2010. godine iz 35
centara i 16 zemalja (120). AZzurirano izdanje uvodi nekoliko vaznih promena u odnosu na
sedmo izdanje. U odnosu na T deskriptor pojavile su se nove grupe veli¢ine tumora: Tla, <1
cm; T1lb, >1 do 2 cm; Tic, >2 do 3 cm; T2a, >3 do 4 cm; T2b, >4 do 5 cm; T3, >5do 7 cm;
T4, >7 cm. Tis i T1lmi su uvedeni za adenokarcinom in situ i minimalno invazivni
adenokarcinom. Endobronhialni tumori koji se nalaze na udaljenosti manjoj od 2cm od karine
imaju bolju prognozu nego oni sa bilo kojim drugim T3 deskriptorom i klasifikovani su kao
T2. Totalna atelektaza/pneumonitis se sada klasifikuju kao T2. Zahvatanje dijafragme je sada
T4. Invazija visceralne pleure ostaje nepromenjena, dok invazija medijastinalne pleure
nestaje kao T deskriptor. Deskriptori limfnih ¢vorova (N) su ostali nepromenjeni, ali broj
zahvaéenih limfnih ¢vorova ima prognosticki znacaj. Mla (intratorakalne metastaze)
kategorija ostaje nepromenjena ali ekstratorakalne metastaze su podeljene na M1b (jedna
ekstratorakalna metastaza) i M1c (vise ekstratorakalnih metastaza u jednom ili viSe organa).

11
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Sto se ti¢e stadijuma bolesti stadijum IA je sada podeljen na IA1, IA2 i IA3; T1-T2N1MO je
stadijum 1IB dok je T3-T4N1MO stadijum IIIA; novi stadijum IIIC odreden je za T3-
T4AN3MO tumore; i IV stadijum je podeljen na IVA (M1a i M1b) i IVB (M1c) (121).

1.5. ADENOKARCINOM PLUCA

Adenokarcinom je najcesc¢i histoloski tip karcinoma pluca. Po definiciji SZO adenokarcinom
je maligni tumor epitelnog porekla koji pokazuje glandularnu diferencijaciju, produkciju sluzi
ili ekspresiju pneumocitnih imunohistohemijskih markera (122).

Adenokarcinom pluca najcesce raste u vidu perifernog, subpleuralnog, solitarnog tumorskog
¢vora, nejasno ogranicenih zvezdastih ili lobuliranih ivica sa retrakcijom pleure (Slika 1).
Naziv “tumor u oziljku” koji je primenjivan za subpleuralne adenokarcinome povezane sa
oziljkom izgubio je klinicki znacaj jer je ustanovljeno da je u vecini slucajeva oziljak rezultat
sekundarnog dezmoplasticnog stromalnog odgovora na tumor a ne uzrok lezije. Veci tumori
podlezu nekrozi i1 krvarenju pa tumor ima izgled “tumorske kaverne”. Rede tumor moze rasti
duz pleuralne povrSine podsecaju¢i na pleuralni mezoteliom, kao endobronhijalni plak ili
polip ili difuzno-mrezasto (123).

Slika 1. Makroskopski izgled adenokarcinoma pluca.

1.5.1. Najnovija Kklasifikacija adenokarcinoma pluca

Nova klasifikacija adenokarcinoma pluc¢a od strane medunarodne asocijacije za prouc¢avanje
karcinoma plu¢a (IASLC/ATS/ERS) iz 2011. godine donosi znacajne promene u odnosu na
klasifikaciju SZO iz 2004. godine.

12
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Promene u Klasifikaciji adenokarcinoma plu¢a u hirurski reseciranim uzorcima su
ukljucivale:

Ukidanje pojmova bronhioloalveolarni karcinom (BAC) 1 meSoviti podtip
adenokarcinoma.

Dodavanje pojmova adenokarcinom in situ (AIS) i atipicne adenomatozne
hiperplazije kao preinvazivne lezije.

Dodavanje pojma minimalno invazivni adenokarcinom (MIA).

Klasifikacija invazivnih adenokarcinoma prema dominantnom histoloskom podtipu
odredenom semikvantitativno procentualnom procenom i dodavanje ostalih podtipova
koji su prisutni u vise od 5%.

Uvodenje temina “lepidi¢ni” za neinvazivnu komponentu (ranije klasifikovanu kao
BAC) prisutne kao deo invazivnog adenokarcinoma.

Uvodenje termina "invazivni mucinozni adenokarcinom" za adenokarcinome ranije
klasifikovane kao mucinozni BAC, iskljuc¢ujuci tumore koji ispunjavaju kriterijume za
AIS ili MIA.

Ukidanje podtipova “clear cell” i “signet ring” adenokarcinoma jer je zna¢aj njihovog
prepoznavanja u bilo kojoj procentualnoj zastupljenosti mali.

Ukidanje termina mucinozni cistadenokarcinom, ukljuc¢ujuci i one pod kategorijom
koloidnog adenokarcinoma (122, 124, 125).

SZO je 2015. godine donela novu klasifikaciju karcinoma plu¢a u hirurski reseciranim
uzorcima i u sitnim biopsijama i citoloskim uzrocima, koja je gotovo u potpunosti prihvatila
preporuke IASLC/ATS/ERS iz 2011. godine (Tabela 3, Tabela 4) (124).

Tabela 3. IASLC/ATS/ERS terminologija adenokarcinoma pluc¢a u sitnim biopsijama i/ili
citoloskim uzorcima.

Adenokarcinom

Lepidi¢ni
Acinarni
Papilarni
Mikropapilarni
Solidni

Drugi

Nemikrocelularni karcinom verovatno adenokarcinom

Nemikrocelularni karcinom sa morfologijom svamoznog karcinoma i adenokarcinoma

Nemikrocelularni karcinom, ne moZe se dalje klasifikovati

13
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Ove smernice su izuzetno vazne jer dve treéine pacijenata sa karcinomom pluca su u
uznapredovalom stadijumu bolesti a njihova dijagnoza se postavlja na sitnim biopsijama i
citoloskim uzorcima (125).

Tabela 4. IASLC/ATS/ERS klasifikacija adenokarcinoma i preinvazivnih lezija u hirurski
reseciranim uzorcima.

Preinvazivne lezije

Atipi¢na adenomatozna hiperplazija

Adenokarcinom in situ (AIS)
e Nemucinozni
e Mucinozni
e Mesani

Minimalno invazivni adenokarcinom (MIA)

e Nemucinozni
e Mucinozni
e MeSani

Invazivni adenokarcinom

e Lepidi¢no predominantni

e Acinarno predominantni
Papilarno predominantni
Mikropapilarno predominantni
Solidno predominantni

Varijante invazivnog adenokarcinoma

Invazivni mucinozni
Koloidni

Fetalni

Crevni

1.5.1.1. Adenokarcinom in situ (AlS) i minimalno invazivni adenokarcinom (MIA)

Kriterijumi za dijagnozu AlS (Slika 2) i MIA (Slika 3) dati su u Tabeli 5 (124, 125).

Tabela 5. Kriterijumi za dijagnozu AIS i MIA.

Adenokarcinom in situ (AIS) Minimalno invazivni  adenokarcinom
(MIA)

Veli¢ina tumora < 3 cm Veli¢ina tumora < 3 cm

Solitarni adenokarcinom Solitarni adenokarcinom

Cist lepidi¢ni tip rasta Predominantno lepidi¢ni tip rasta

Odsustvo stomalne, vaskularne i pleuralne | Invazivna komponenta < 5 mm u najveco]

invazije dimenziji u jednom fokusu

Odsustvo  obrasca  rasta  invazivnih | Izmerena invazivna komponenta ukljucuje:

adenokarcinoma (acinarni, papilarni, e bilo koji histoloski podtip izuzev

mikropapilarni, solidni, koloidni, enteri¢ni, lepidi¢nog

fetalni, mucinozni) e infiltraciju miofibroblastne strome
tumorskim ¢elijama
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Odsustvo Sirenja kroz vaskularne prostore

Dijagnoza MIA je iskljucena ako tumor:
e infiltruje limfne 1 krvne sudove,
vazdusne prostore i pleuru
e sadrzi podrucja nekroze
e 3iri se kroz vazdusne prostore

Uglavnom nemucinozni tip ¢elija
(pneumociti tip II i Klara éelije), retko mogu
biti prisutne mucinozne Ccelije (visoko
cilindricne ¢elije sa bazalno smeStenim
jedrima i obilnim citoplazmatskim mucinom,
mogu podsecati na peharaste Celije)

Uglavnom nemucinozni tip ¢elija (pnemociti
tip 11 i Klara ¢elije), retko mogu biti prisutne
mucinozne ¢elije (visoko cilindri¢ne Celije sa
bazalno smeStenim jedrima i obilnim
citoplazmatskim mucinom, mogu podsecati
na peharaste celije)

Nuklearna atipija je odsutna ili neupadljiva

Prosirene septe sa sklerozom/elastozom su
uobicajene, naro€ito u nemucinoznom AIS

Resecirani primarni invazivni adenokarcinom pluc¢a u kojem dominira lepidi¢ni obrazac rasta
treba nazvati “adenokarcinom lepidicnog podtipa” ili “lepidi¢ni adenokarcinom” sa
navodenjem procenta lepidicne komponente i procentualne zastupljenosti svih ostalih
obrazaca rasta.

Merenje veliCine invazivne komponente u tumorima sa lepidiénim obrascem moze biti
izazov. Ako postoji jedan fokus invazije u malom tumoru, invazija se moZe meriti
mikroskopom. Ako postoji viSe fokusa invazije ili ako je tumor veéih dimenzija nego jedno
vidno polje onda najnovije preporuke sugerisSu drugi nacin procene veli¢ine invazije: ukupni
procenat invazivnih komponenti pomnoziti sa ukupnim prec¢nikom tumora (tj. ukupna
veli¢ina tumora od 2,0 cm sa 20% invazivnih komponenti i 80% lepidi¢ne komponente bi
imali procenjenu invazivnu veli¢inu od 2,0 x 0,2 = 0,4 cm). U odnosu na MIA, ako je
invazivna komponenta ve¢a od 5 mm, dijagnoza je invazivni lepidi¢ni adenokarcinom (126).

i nemucinozni tumor sa lepidi¢nim obrascem rasta, bez
vidljivih fokusa invazije ili oziljka (H&E, 4x), (B) Proliferacija atipi¢nih pneumocita duz alveolarnih
zidova (H&E, 40x). (Preuzeto: Travis WD, Brambilla E, Rielyhistolo GJ. New Pathologic
Classification of Lung Cancer: Relevance for Clinical Practice and Clinical Trials. J Clin Oncol.
2013;31:992-1001.)
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Slika 3. Mucinozni MIA. (A) Mucinozni MIA koji pokazuje lepidi¢ni obrazac rasta i fokus invazije
manji od 5mm. (B) Tumorske ¢elije su mucinozne, cilindri¢ne, oblazu alveolarne zidove. Tumorska
invazija je u podrucju stromalne fibroze i acinarnog obrasca rasta. (Preuzeto: Travis WD, Brambilla
E, Noguchi M, Nicholson AG, Geisinger KR, Yatabe Y, et al. The new IASLC/ATS/ERS
international multidisciplinary lung adenocarcinoma classification. J Thoracic Oncol. 2011;6(2):244—
85.)

Dijagnoza AIS 1 MIA se moze postaviti jedino na resektatima koji su u potpunosti uzeti za
histolosku evaluaciju jer se samo potpunim pregledom mogu traziti zariSta invazije. Kada
imamo sitnu biopsiju sa nemucinoznim tumorom lepidi¢nog obrasca rasta dijagnoza bi
trebala biti “adenokarcinom sa lepidi¢nim obrascem rasta” uz napomenu da bi to mogla biti
lezija koja odgovara AIS, MIA ili invazivnom adenokarcinomu lepidi¢nog podtipa (127).

1.5.1.2. Invazivni adenokarcinom

U klasifikaciji SZO za 2015. godinu, termin "predominantan™ nije naveden u nazivu podtipa
invazivnog adenokarcinoma kao §to je to slu¢aj u klasifikaciji IASLC/ATS/ERS iz 2011.
godine. Medutim, ove tumore i dalje treba klasifikovati prema dominantnom podtipu nakon
evaluacije tumora i semikvantitativne procene svih histoloskih obrazaca rasta koji su
zastupljeni u viSe od 5%. Najces¢e su adenokarcinomi sastavljeni od meSavine razli¢itih
obrazaca rasta sa dominacijom jednog od njih. Veoma je korisno notirati ove procente u
patoloskom izve$taju jer su odredene i manje zastupljene komponente (mikropapilarni
obrazac) povezane sa lo$ijom prognozom (128).

Od 2011. godine IASLC/ATS/ERS uvodi novi obrazac invazije STAS (Spread Through Air
Spaces) adenokarcinoma pluca. STAS se sastoji od mikropapilarnih klastera, solidnih gnezda
ili pojedina¢nih celija preko ivice tumora u vazdu$nim prostorima u okolnom pluénom
parenhimu. STAS iskljucuje AIS i MIA. Prisustvo STAS- a doprinosi znatno povecanom
stepenu recidiva kod pacijenata u nizem stadijumu bolesti (stadijum I) koji su podvrgnuti
ograni¢enoj resekciji 1 povezan je sa losijom prognozom (129, 130). Posto STAS predstavlja
manifestaciju Sirenja tumora, ova komponenta nije ukljuena u procentualnu analizu
podtipova u sveobuhvatnom histoloSkom nalazu ili merenju veli¢ine invazije. STAS je
ugraden u definiciju invazije koja se Kkoristi za odvajanje lepidi¢nih invazivnih
adenokarcinoma od MIA i AIS. STAS je obrazac invazije koji se prijavljuje sli¢no invaziji
visceralne pleure i vaskularnoj invaziji (127).
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1.5.1.2.1. Lepidi¢no predominantni tip

Lepidi¢no predominantni tip invazivnog adenokarcinoma sastoji se od proliferacije
pneumocita tipa Il ili Clara ¢elija uz povrsinu alveolarnih septi sli¢cno morfologiji AIS i MIA
(Slika 4). Invazivni adenokarcinom je prisutan u najmanje jednom fokusu koji je veéi od 5
mm u najvecoj dimenziji. Invazija se definiSe prisustvom nekog drugog obrasca rasta izuzev
lepidicnog  (tj. acinarni, papilarni, mikropapilarni i/ili  solidni) i/ili invazijom
miofibroblasti¢ne strome tumorskim celijama. Ako je prisutna invazija krvnih, limfnih
sudova, pleure ili ako je evidentna tumorska nekroza onda je dijagnoza lepidicno
predominantni adenokarcinom umesto MIA. Dosadasnje studije su pokazale da lepidi¢no
predominantni tip adenokarcinoma u ranoj fazi bolesti ima dobru prognozu sa petogodisnjim
prezivljavanjem od 86% do 90% (131, 132).

Slika 4. Lepidi¢no predominantni tip, H&E,50x.

1.5.1.2.2. Acinarno predominantni tip

Acinarno predominantni tip adenokarcinoma najve¢im delom je sagraden od Zlezdanih
formacija koje su okrugle ili ovalne sa centralnim luminalnim prostorima koji su okruZeni
tumorskim celijama (Slika 5). Tumorske c¢elije i/ili Zlezdani lumeni mogu sadrzati mucin
(122). Acinarne strukture se mogu sastojati od okruglih i ovalnih agregata tumorskih ¢éelija sa
periferno postavljenim jedrima i centralno lokalizovanom citoplazmom bez jasno definisanih
lumena. AIS sa kolapsom tesko je razlikovati od acinarnog obrasca. Ako postoji ukidanje
alveolarne arhitekture i/ili prisustvo miofibroblasticne strome dijagnoza je usmerena na
invazivni acinarno predominantni adenokarcinom. Kribriformni aranZmani smatraju se
obrascem acinarnog adenokarcinoma (133).

17



Doktorska disertacija Dr Mirjana Miladinovi¢

Slika 5. Acinarno predominantni tip, H&E,50x.

1.5.1.2.3. Papilarno predominantni tip

Papilarno predominantni tip adenokarcinoma je sagraden od prstolikih vezivno-vaskularnih
proliferata koji su oblozeni tumorskim ¢elijama (Slika 6). Papilarne formacije treba
razlikovati od tangencijalno presecenih alveolarnih septi u AIS. Ako tumor ima lepidi¢ni
obrazac rasta ali se u alveolarnim prostorima nalaze papilarne strukture, treba ga klasifikovati
kao papilarno predominantni tip adenokarcinoma. Za dijagnozu ovog obrasca nije neophodna
miofibroblasi¢na stroma (125).

Slika 6. Papilarno predominantni tip, H&E,50x.

1.5.1.2.4. Mikropapilarno predominantni tip

Mikropapilarno predominantni tip adenokarcinoma sagraden je od tumorskih ¢elija u vidu
papilarnih ¢uperaka ili pramenova kojima nedostaje fibrovaskularna osnova (Slika 7). Ovi
oblici mogu biti odvojeni 1/ili vezani za alveolarne zidove. Tumorske ¢éelije su obi¢no male i
kubi¢ne sa minimalnom nuklearnom atipijom. Tumorske ¢elije mogu formirati prstenu sli¢ne
formacije koje plutaju unutar alveolarnih prostora. Cesta je stromalna invazija i invazija
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vaskularnih prostora. Mogu se videti i psamomatozna telasca. Tumori klasifikovani kao
predominantno mikropapilarni imaju loSu prognozu sli¢no adenokarcinomima sa
dominantnim solidnim podtipom (125, 134). Dodatni dokazi koji govore u prilog agresivnijeg
ponasanja ovog histoloSkog podtipa je dominantna zastupljenost mikropapilarnog obrasca u
metastazama u poredenju sa primarnim tumorom koji ponekad sadrzi samo mali procenat
mikropapilarnog obrasca (135).

Slika 7. Mikropapilarno predominantni tip, H&E,50x.

1.5.1.2.5. Solidno predominantni tip

Solidno predominantni tip adenokarcinoma sa produkcijom mucina grade poligonalne
tumorske ¢Celije koje formiraju tumorske plaze i kojima nedostaju drugi prepoznatljivi obrasci
adenokarcinoma, tj. acinarni, papilarni, mikropapilarni ili lepidi¢ni (Slika 8). Ako je tumor
100% solidan, intracelularni mucin mora biti prisutan u najmanje pet tumorskih celija u
svakom od dva vidna polja najveceg uveli¢anja koji su potvrdeni histohemijskim bojenjem na
mucin. Solidni adenokarcinom treba razlikovati od skvamoznog 1 krupnocelijskog karcinoma
koji mogu imati retke éelije sa intracelularnim mucinom (125).

Slika 8. Solidno predominantni tip, H&E,50x.
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1.5.1.3. Varijante invazivnog adenocarcinoma

1.5.1.3.1. Invazivni mucinozni adenokarcinom

Invazivni mucinozni adenokarcinom sagraden je od peharastih ¢elija ili cilindri¢nih ¢elija sa
obilnom koli¢inom intracitoplazmatskog mucina, bez znacajnije citoloSke atipije (Slika 9).
Alveolarni prostori su cesto ispunjeni mucinom. Ovi tumori takode mogu pokazivati
heterogenost u smislu razli¢itih obrazaca rasta (lepidicnog, acinarnog, papilarnog,
mikropapilarnog i solidnog) kao kod nemucinoznih tumora. Klini¢ki znacaj ove
semikvantitavne procentualne procene i dominantnog histoloskog podtipa kod mucinoznih
adenokarcinoma nije jo$ uvek potvrden. Tumor je Cesto multicentrican, multilobaran i
bilateralan, Sto se moze pripisati Sirenju tumorskih ¢elija vazdusnim putevima. Kombinacija
mucinoznog i nemucinoznog tumora se javlja retko 1 u tom slucaju je obavezno notirati
procentualnu zastupljenost invazivne mucinozne komponente. Ako je prisutno najmanje 10%
svake komponente, treba ga klasifikovati kao "MeSoviti mucinozni i nemucinozni
adenokarcinom™(125).

Slika 9. Invazivni mucinozni adenokarcinom. (A) Invazivni mucinozni adenokarcinom sa lepidi¢énim
obrascem rasta. (B) Invazivni tumorski rast sa dezmoplasti¢cnom stromom i acinarnim obrascem rasta.
(Preuzeto: Travis WD, Brambilla E, Noguchi M, Nicholson AG, Geisinger KR, Yatabe Y, et al. The
new IASLC/ATS/ERS international multidisciplinary lung adenocarcinoma classification. J Thoracic
Oncol. 2011;6(2):244-85.)

1.5.1.3.2. Koloidni adenokarcinom

Koloidni adenokarcinom se sastoji od jezera ekstracelularnog mucina koja razdvajaju
alveolarne prostore sa destrukcijom njihovih zidova (Slika 10). Jezera sluzi sadrze klastere
mucin produkuju¢ih tumorskih celija koji mogu biti zastupljeni u malom procentu i
neupadljivi (136). Tumorske celije su peharastog izgleda ili mucin produkujuce Celije.
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Koloidni adenokarcinom se ¢esS¢e nalazi u kombinaciji sa drugim histoloSkim podtipovima
adenokarcinoma nego kao jedini histoloski tip. Ako je dominantna koloidna komponenta
onda se tumor klasifikuje kao koloidni adenokarcinom sa navodenjem procentualne
zastupljenosti drugih histoloskih obrazaca (137). Ranije dijagnostikovan mucinozni
cistadenokarcinom Kkoji je izuzetno redak, sada treba Klasifikovati kao koloidni
adenokarcinom sa cisticnim promenama. Ciste su ispunjene mucinom i oblozene peharastim
ili drugim mucin produkujuc¢im ¢elijama sa minimalnom citoloskom atipijom (138).

Slika 10. Koloidni adenokarcinom. (Preuzeto: Yoshizawa A, Motoi N, Riely GJ. Prognostic
significance of the proposed IASLC/ATS/ERS revised classification of lung adenocarcinoma in 514
stage | lung adenocarcinomas. Mod Pathol. 2011;24(5):653-64.)

1.5.1.3.3. Fetalni adenokarcinom

Fetalni adenokarcinom se sastoji od zlezdanih formacija sa tubulima oblozenim necilijarnim
glikogenom bogatim éelijama koje podseéaju na tubule fetalnih pluéa (Slika 11) (122). Ceste
su subnuklearne vakuole a mogu se videti i skvamozne morule unutar tubula. Uglavnom su
niskog gradusa, povoljnog ishoda i ¢es¢i su kod mladih pacijenta. Rede su visokog gradusa.
Ukoliko se nalazi u kombinaciji sa drugim histolo§kim podtipovima, tumor se klasifikuje
prema dominantnom podtipu (139). Karakteristiéno za ove tumore je da se pojavljuju sa
mutacijom beta katenin gena, a tumorske ¢elije imunohistohemijski pokazuju citoplazmatsko
i nuklearno bojenje ovim antitelom (140, 141).
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Slika 11. Fetalni adenokarcinom, H&E,200x. (Preuzeto: Zhang J, Wu J, Tan Q, Zhu L, Gao W.
Why do pathological stage 1A lung adenocarcinomas vary from prognosis? A clinicopathologic
study of 176 patients with pathological stage 1A lung adenocarcinoma based on the
IASLC/ATS/ERS classification. J Thorac Oncol. 2013;8(9):1196-202.)

1.5.1.3.4. Adenokarcinom sa enteri¢nom diferencijacijom

U invazivnom adenokarcinomu plu¢a moze doc¢i do enteri¢ne diferencijacije i kada je ova
komponenta zastupljena u viSe od 50% tumora, tumor se klasifikuje kao pluéni
adenokarcinom sa enteriénom diferencijacijom. Ovi tumori pokazuju i morfoloske i
imunohistohemijske karakteristike kolorektalnog adenokarcinoma. Za razliku od
metastatskog kolorektalnog adenokarcinoma, ovi tumori su histoloski heterogeni sa
komponentom koja podseéa na primarni adenokarcinom pluc¢a kao $to je lepidi¢ni nacin rasta.
Enteri¢ni obrazac se sastoji od glandularnih 1/ili papilarnih struktura, nekada 1 kribriformnih
formacija, oblozenih visokocilindriénim tumorskim celijama sa pseudostratifikovanim
jedrima, luminalnom nekrozom i prominentnim nuklearnim debrisom (Slika 12) (142). Lose
diferentovani tumori mogu imati solidan obrazac, ali moraju pokazivati bar jedan
imunohistohemijski marker za entericnu diferencijaciju (CDX2, CK20 ili MUC2).
Istovremena pozitivnost za CK7 i ekspresija TTF-1 u priblizno pola slucajeva pomaze u
razlikovanju od metastatskog kolorektalnog adenokarcinoma (142, 143). Medutim, ovi
tumori mogu biti i CK7 negativni kada je diferencijalna dijagnoza teza (144). Primarni
adenokarcinom pluca koji histoloski podseca na kolorektalni adenokarcinom, ali koji ne
eksprimira imunohistohemijske markere enteriéne diferencijacije, bolje je smatrati plu¢nim
adenokarcinomom sa entericnom morfologijom nego pluénim adenokarcinomom sa
enteri¢nom diferencijacijom (145).
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Slika 12. Enteri¢ni tip adenokarcinoma, H&E,50x.

1.5.1.4. Prognosticki znac¢aj nove klasifikacije adenokarcinoma pluca

Nova klasifikacija adenokarcinoma pluc¢a od strane TASLC/ATS/ERS identifikuje razlicite
histoloSke podgrupe sa znaCajnim razlikama u prognozi. Prema ovoj Klasifikaciji
adenokarcinomi se svrstavaju u tri prognosticke kategorije. AIS, MIA (100%, 5-godiSnje
prezivljavanje bez bolesti) 1 lepidiéno predominantni tip (90%, 5-godiSnje prezivljavanje bez
bolesti) su svrstani u grupu sa dobrom prognozom. Acinarni i papilarno predominantni tip
(83% i 84%, 5-godisnje prezivljavanje bez bolesti) su svrstani u grupu sa intermedijarnim
klini€¢kim ponasanjem. Mikropapilarni i solidno predominantni tip (67% 1 70%, 5-godisnje
prezivljavanje bez bolesti) kao i varijante invazivnog adenokarcinoma, koloidni i mucinozni
(75%, 5-godisnje prezivljavanje bez bolesti) su svrstani u grupu sa loSom prognozom (135,
136). Pacijenti svrstani u grupu sa dobrom prognozom na osnovu histoloskog podtipa
adenokarcinoma mogu biti kandidati za ograni¢enu, postednu hirurSku resekciju, dok
pacijenti svrstani u grupu sa loSom prognozom mogu biti kandidati za adjuvantnu terapiju
(134).

1.5.2. Morfoloska dijagnoza adenokarcinoma pluéa

Morfoloska dijagnoza adenokarcinoma pluéa se moZe postaviti na citoloSkim 1
patohistoloskim uzorcima.

Patohistoloski uzorci su sitne biopsije (bronhobiopsija, transbronhijalna biopsija, biopsija
pleure, perkutana transtorakalna biopsija) 1 wuzorci dobijeni hirurSkom resekcijom
(lobektomija, segmentektomija, bilobektomija, pneumonektomija, “wedge” resekcija).
Morfoloska dijagnoza na patohistoloskim uzorcima zasniva se na identifikaciji glandularne
diferencijacije, produkcije mucina i jednog ili viSe arhitektonskih aranzmana (lepidi¢nog,
acinarnog, papilarnog, mikropapilarnog i solidnog).
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Citoloski uzorci mogu biti eksfolijativni citoloski uzorci (sputum, bronhijalno cetkanje,
bronhioalveolarna lavaza, pleuralni izliv, perikardijalni izliv) i aspiracioni citoloski uzorci
(punktati uvecanih limfnih ¢vorova, transbronhijalni punktati, transtorakalna punkcija).
Morfoloska dijagnoza na citoloskim uzorcima zasniva se na identifikaciji nekoliko
arhitektonskih obrazaca, ukljuujuci ravne plaze, trodimenzionalne loptaste nakupine,
pseudopapilarne agregate ili prave papile sa centralnom fibrovaskularnom osnovom i
kohezivne klastere sa acinarnim strukturama. Pojedina¢ne tumorske celije adenokarcinoma
obi¢no imaju bazofilnu citoplazmu koja moze biti homogena, izrazito granulirana ili penasta,
a najceS¢e je prozirna 1 vakuolizovana. Jedra su cCesto ekscentricno postavljena Ssa
hromatinom koji varira od fino granuliranog i uniformnog do grubog, hiperhromati¢nog i
nepravilno dispergovanog. Veclina tumorskih ¢celija ima po jedan prominentan
makronukleolus (146, 147).

Kada se radi o lose diferentovanom adenokarcinomu Svi navedeni morfoloski kriterijumi
mogu biti odsutni. U ovim slu¢ajevima je neophodno bojenje na mucin ili
imunohistohemijsko bojenje kako bi se postavila specifi¢na dijagnoza.

1.5.3. Imunohistohemijska dijagnoza adenokarcinoma pluéa

Posto je samo 10-20% plucnih karcinoma pogodno za resekciju, dijagnoza karcinoma pluca
se ¢esce postavlja na sitnim biopsijama i citoloSkim uzorcima. U manjim uzorcima je veca
verovatno¢a da nedostaju dobro diferentovana podrucja koja bi omogucila postavljanje
dijagnoze na osnovu morfologije (148). U onim slucajevima gde uzorak pokazuje NSCLC
bez jasnih znakova skvamozne ili glandularne diferencijacije, imunohistohemija moze
precizirati dijagnozu. Da bi sacuvali Sto vise tkiva za molekularno testiranje u malim
biopsijama, imunohistohemijsko bojenje treba ograni¢iti na najmanju mogucu meru. Za
pocetak se predlaze koris¢enje samo jednog markera za adenokarcinom 1 jednog markera za
skvamozni karcinom (149, 150).

Markeri za identifikaciju diferencijacije prema adenokarcinomu su TTF-1 (151, 152) i
Napsin-A (153). Do sada se TTF-1 pokazao kao najbolji marker za dijagnozu
adenokarcinoma plu¢a. Ovim markerom kojeg eksprimiraju pneumociti tipa Il i Clara ¢elije,
mozemo potvrditi primarno poreklo u 75% do 85% slucajeva adenokarcinoma pluca (150,
154).

Za skvamoznu diferencijaciju od markera se koriste p63 i CK5/6 (151, 152, 155, 156).
Nedavno je dokazano da je poliklonalno antitelo p40 specifi¢niji marker od monoklonalnog
p63 za skvamozni karcinom bez preklapanja sa adenokarcinomom i da je najbolji
imunohistohemijski marker skvamozne diferencijacije (157, 158). Iako je p63 Cesto pozitivan
U vecini jedara skvamoznih karcinoma, moze da pokaze nejasno i/ili slabo bojenje u 20% do
30% adenokarcinoma. Ovaj imunofenotip, umesto da bude prepoznat kao adenokarcinom,
moze biti pogresno protumacen kao skvamozni karcinom (159). U primeni p63 samo jako
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bojenje u vise od 80% bazalno smestenih tumorskih jedara ukazuje na skvamoznu
diferencijaciju (160).

Jednostavan panel TTF-1 i p40 moze klasifikovati vecinu slucajeva NSCLC (157, 158).
Drugi moguci pristup je upotreba kombinacije nuklearnih i citoplazmatskih markera (TTF-
1/citokeratin 5/6 ili p63/napsin A) (161, 162). U slu¢aju pozitivnosti markera TTF-1, tumor
treba klasifikovati kao NSCLC, verovatno adenokarcinom, ¢ak i ako je prisutna ekspresija
skvamoznih markera (150, 157, 161).

Ako je prisutna TTF-1 pozitivnost u jednoj grupi tumorskih ¢éelija, a druga grupa tumorskih
¢elijja pokazuje pozitivnost na skvamozne markere onda postoji mogucénost
adenoskvamoznog karcinoma ¢ija se dijagnoza moze postaviti jedino na resekcionim
uzorcima.

Ako su i TTF-1 i p40 negativni u tumoru koji nema jasnu skvamoznu ili glandularnu
morfologiju onda se moraju koristiti citokeratini kako bi se potvrdilo da se radi o karcinomu.
Ako su citokeratini negativni potrebno je iskljuciti druge tumore epiteloidnog izgleda kao §to
su melanom, limfom, maligni mezoteliom ili epiteloidni hemangioendoteliom (163).

Iako primarni adenokarcinomi plu¢a mogu biti TTF-1 negativni, u sluajevima kada imamo
podatak o prethodno dijagnostikovanom primarnom vanplu¢nom adenokarcinomu mora se
dopuniti imunohistohemijsko bojenje drugim antitelima (CDX-2, citokeratin 20, estrogenski
receptor, progesteronski receptor) kako bi se isklju¢io metastatski adenokarcinom drugih
lokalizacija (kolona, dojke). Invazivni mucinozni adenokarcinomi ili  koloidni
adenokarcinomi su karakteristicno TTF-1 negativni a mogu biti i CDX-2 pozitivni. U takvim
sluajevima je neophodna klinicka korelacija da bi se isklju¢io metastatski adenokarcinom
drugih lokalizacija kao $to je pankreas i kolorektum (164).

1.6. GENETSKE OSNOVE KARCINOMA PLUCA

Sve celije u organizmu sadrze geneticki materijal koji se zove dezoksiribonukleinska kiselina
(DNK). Svaki put kada se zrela ¢celija deli na dve nove celije, njena DNK se duplicira, a nove
¢elije su orginalne kopije celije od koje su nastale. Stare ¢elije umiru, zamenjuje ih nova
generacija 1 na taj nacin se ¢elije stalno obnavljaju.

Karcinom pocinje greSkom ili mutacijom u DNK c¢elije, a razvoj malignog tumora se odvija
kroz stadijume: inicijaciju, promociju i progresiju odnosno metastaziranje. Inicijacija je
ireverzibilni proces u kome se od jedne maligno transformirane ¢elije razvija klon malignih
¢elija. Promocija je reverzibilni proces koji manjim delom zavisi od delovanja promotivnih,
tj. karcinogenih faktora, dok ve¢im delom zavisi od koli¢ine faktora koji izazivaju inicijaciju.
Progresija je ireverzibilni proces pracen uocljivim genomskim promenama i stvaranjem
diskretnog (primarnog) tumora. Metastaziranje je Sirenje malignih celija po organizmu.
Maligne celije se ve¢ u fazi inicijacije mogu prepoznati po fenotipskim promenama (165).
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Tumorske ¢elije su genetski nestabilne imaju sklonost za nastanak genetskih ostecenja u toku
replikacije i pokazuju autonomnu sposobnost i samodovoljnost u odnosu na signale za rast,
neosetljivost na inhibitore rasta, sposobnost izbegavanja apoptoze, neograni¢enu sposobnost
replikacije, povecanu aktivnost za angiogenzu i sposobnost za invaziju i metastaziranje (166,
167).

Danas znamo da svaki ¢elijski gen koji ucestvuje u regulaciji proliferacije i diferencijacije
¢elija moze mutirati, odnosno protoonkogen postaje onkogen. Rast i diferencijacija ¢elija su
pod kontrolom ekspresije protoonkogena i tumor supresor gena. Pod tom kontrolom,
normalna ¢elija nakon odredenog vremena podleze programiranoj celijskoj smrti, Sto se
naziva apoptoza. Hoce li neka ¢elija proliferisati 1 nastaviti se diferencirati ili ¢e nastupiti
apoptoza, zavisi od unutarcelijske komunikacije, odnosno niza procesa kojima se prenose
poruke (signali) od celijske membrane do jedra 1 molekule DNK koja se u njemu nalazi.
(168).

Onkogeni izazivaju malignu transformaciju Celije tako Sto njhova ekspresija menja Celijske
signale i procese koji regulisu ulazak Celije u G1 fazu Celijskog ciklusa. Javlja se prekomerna
i neprikladna ekspresija gena $to rezultira ekspresiji patoloSkog genskog produkta. Onkogeni
se konvertuju iz protonkogena procesima translokacije, insercije, tackaste (point) mutacije,
delecije i amplifikacije, sto dovodi do povec¢anja nivoa (ili koli¢ine) proteina koje odredeni
onkogen kodira. Medutim, postoje i antionkogeni ili tumor supresivni geni koji kodiraju
produkte koji sputavaju rast i osiguravaju negativnu regulaciju celijskog ciklusa, pa je
neophodna njihova inaktivacija kako bi se omogucio nastavak ¢elijskog ciklusa, tj. prelaz iz
G1u S fazu (165).

Poznat je veci broj onkogena, koji se mogu klasifikovati prema mestu delovanja njihovih
produkata u provodenju poruka kao i prema protoonkogenima od kojih nastaju (165).
Onkogeni kodiraju faktore rasta (vascular endothelial growth factor- VEGF, fibroblast
growth factor- FGF, transforming growth factor [- TGEFp), receptore za faktore rasta
(epidermal growth factor receptor family- EGF), proteine koji prenose signale (signal
transducing protins- Ras), jedarne proteine koji ucestvuju u prepisivanju (nuclear
transcriptions proteins- c-myc), cikline i kinaze zavisne od ciklina (cyclins and cyclin
dependet kinases- CDK) (169).

Patogeneza karcinoma pluc¢a podrazumeva akumulaciju viSestrukih mutacija tokom duzeg
vremenskog perioda. Mutacije mogu biti uzrokovane normalnim procesom starenja ili
faktorima iz okoline, kao §to su cigarete, udisanje azbestnih vlakana, izlaganje radonu i dr
(170, 171).

Napredak u lecenju NSCLC zasnovan je na razumevanju njegovih histoloskih i molekularnih
karakteristika. Karcinom plu¢a je heterogena bolest a mutacijsko profiliranje sada postaje
rutinska praksa u plué¢noj onkologiji (172). Neki molekularni podtipovi NSCLC su dobro
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razjasnjeni. Postoje najmanje 2 razli¢ita molekularna puta u karcinogenezi pluca: jedan je
povezan sa pusenjem i aktiviranjem KRAS-a, a drugi se javlja kod nepusaca i ima aktivaciju
EGFR-a (173, 174). KRAS mutacije i mutacije u domenu EGFR tirozin-kinaze jedni druge
medusobno iskljucuju.

Konzorcijum za mutacije karcinoma plu¢a ( Lung Cancer Mutation Consortium-LCMC)
osnovan je 2008. godine kao viSenacionalni program koji istrazuje ucestalost odabranih
onkogenih mutacija kod adenokarcinoma pluca a dobijene rezultate koristi za primenu ciljane
terapije u okviru standardne klinicke nege pacijenata ili u okviru klinickog istrazivanja.
Nedavno su prijavljeni primarni rezultati LCMC studije (Slika 13) (175). Od 2009. do 2012.
godine, testirano je 1007 pacijenata sa adenokarcinomom plu¢a na najmanje jedan onkogen i
733 pacijenta na 10 onkogena (pacijenti sa potpunom genotipizacijom).

MEK1 MET NRAS PIK3CA

03% 0.7% 0.7% 0.8%
BRAF 2.6%

ERBB2 2.7%

No oncogenic
driver identified
36%

EGFR
23%

KRAS
25%

Slika 13. Identifikovane onkogene mutacije kod adenokarcinoma plu¢a u LCMC studiji.

(Preuzeto: Kris MG, Johnson BE, Berry LD, Kwiatkowski DJ, lafrate AJ, Wistuba I, et al. Using
multiplexed assays of oncogenic drivers in lung cancers to select targeted drugs. JAMA. 2014,
311(19):1998-2006.)

Iako je frekvencija bilo kog pojedina¢nog onkogena mala, moze se primetiti da su onkogeni
otkriveni kod 64% adenokarcinoma pluéa, dok kod 36% jo§ uvek nisu otkriveni onkogeni
(175).

Kod adenokarcinoma pluca otkriveno je vise onkogena od kojih su najéesc¢i: EGFR, KRAS,
ALK, HER2, BRAF, PIC3CA, NRAS, MET i MEK1 (175, 176).

1.6.1. Familija receptora epidermalnog faktora rasta

Uprkos ulaganju svih napora u ranom otkrivanju i leenju karcinom pluca je povezan sa
loSom prognozom. LoSa prognoza moze biti povezana sa karakteristikama koje se odnose na
pacijenta ili tumor. Identifikovani su neki klinicki i bioloski prognosticki faktori kao $to su:
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stadijum bolesti, starosna dob, serumski nivo laktat dehidrogenaze, serumski broj limfocita i
neutrofilnih granulocita. Trenutno, povecana paZznja je usmerena na nove bioloske parametre:
odredivanje bioloskog substadijuma pomocéu molekularnih markera koje je predlozio
Pastorino i sarad. 1997. i D'Amico i sarad. 1999. godine, iako je njihova uloga kao
prognostickih faktora Cesto nejasna. Izveden je veéi broj studija za procenu prognosticke
uloge tumor-supresor gena i proto-onkogena. Medu produktima proto-onkogena, familija
receptora epidermalnog faktora rasta (EGF) igra vaznu ulogu u lokalnom rastu tumora. Ovaj
fenomen dovodi do povecanog stvaranja regulatornih proteina kao S§to je receptor
epidermalnog faktora rasta (EGFR) i HER2 receptor.

Familija receptora humanog epidermalnog faktora rasta (EGF) sastoji se od Cetiri strukturno
sli¢na receptora: EGFR (ErbB1/HER1), HER2 (ErbB2), HER3 (ErbB3) 1 HER4 (ErbB4).
Receptori su smesteni na celijskoj membrani, nalaze se u raznim tkivima i pokazuju
interakciju sa nizom liganda (177).

Sva cetiri HER receptora sadrze cisteinom bogat ekstracelularni domen za vezivanje liganda
(sadrzi 632 amino kiseline), transmembranski lipofilni domen (sadrzi 22 amino kiseline) 1
intracelularni domen sa tirozin kinaznom katalitickom aktivnosc¢u (sadrzi 580 amino kiselina)
(178). Terminalni karboksil autofosforilacijski segment je odgovoran za aktivaciju signalnog
puta nakon vezivanja liganda za ekstracelularni domen (177) (Slika 14).

Ligand
r

Enzymatic

ctivity in
intracellular
main

Intracellular
(cytoplasmic)
bl Adaptor proteins
Docking proteins
GTP-binding proteins
Protein or lipid kinases

Phosphodiesterases
Metabolic enzymes

Slika 14. Aktivacija signalnog puta nakon vezivanja liganda za ekstracelularni domen
(Preuzeto: http://www.nature.com/nature/journal/v411/n6839/fig_tab/411759a0_F1.html)
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1.6.1. 1. Interakcije HER receptora i liganda

Razumevanje delovanja liganda na HER receptore je klju¢no za razumevanje uloge samih
receptora. HER receptori postoje kao monomeri, medutim vezivanjem liganda dolazi do
formiranja dimera, koji mogu biti homodimeri sa istim tipom receptora (npr. HER1-HER1) ili
heterodimeri sa razliCitim tipovima receptora (npr. HER1-HER2) (179) (Slika 15).
Formiranje dimera dovodi do vece stabilnosti kompleksa izmedu liganda i dva receptora u
odnosu na monomerni receptor (177).

Kada se ligand koji je slican epidermalnom faktoru rasta (ne postoji poznat specifi¢ni ligand
za HER2 receptor) veze za receptor iz familije HER (HER1, HER3 ili HER4), dolazi do
heterodimerizacije ovog receptora sa HER2 (180).

Ligand

Inactive Ligand-bound  Active heterodimer ErbB2 monomer
monomer monomer
(EGFR, ErbB3, ErbB4)

Slika 15. Vezivanje liganda za HER receptore i formiranje dimera.
(Preuzeto: http://www.intechopen.com/books/oncogene-and-cancer-from-bench-to-clinic/her2-
drivencarcinogenesis-new-mouse-models-for-novel-immunotherapies)

HERL1 receptor ima mnogo uloga i aktivira ga Sest liganda: epidermalni faktor rasta (EGF),
transformiSuci faktor rasta a (TGFa), amfiregulin, heparin-vezujué¢i EGF, betacelulin i
epiregulin (177).

HER3 i HER4 receptori vezuju neureguline (NGFs), koji ¢ine familiju strukturno raznolikih
peptida (179). Signalizacija svih neuregulinskih liganda je usmjerena kroz mitogenu
aktivaciju protein kinaze (MAPK) (181).

HER2 je ko-receptor za mnogo razli¢itih liganda i transaktivator EGF-sli¢nih liganda, $to
rezultira formiranjem HER1-HER2 heterodimera (182, 183).
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Neuregulini mogu izazvati stvaranje HER2-HER3 i HER2-HER4 heterodimera (181).
Medutim, nema poznatih liganda koji mogu dovesti do formiranja HER2 homodimera
(HER2-HER?2), §to ukazuje na to da se ni jedan postojeci ligand ne veze direktno za HER2
(177). U prilog ovoj teoriji govori analiza faktora rasta pox virusa (HER ligandi virusnog
porijekla), koja je otkrila da se nijedan ligand ne vezuje direktno za HER2 receptor, ali su
svi u mogucnosti da transformiSu HER2 u heterodimere (184).

Ovo zapazanje dovodi do zaklju¢ka da HER familija vezuje niz liganada. HER2 direktno ne
vezuje odredeni ligand, ali je poZeljan partner za receptor dimerizacije, Sto mu omogucava
obavljanje njegove uloge nakon vezivanja faktora rasta na svom partner receptoru.

Interakcije izmedu receptora u okviru HER familije nisu slu€ajne. Ispitivanje strukture jednog
od liganada objasnjava ovu povezanost. Neuregulin-1 (NDF) je bivalentni molekul sa dva
vezujuéa mesta za HER receptor: sa visokim afinitetetom/usko specificno mesto (N terminal)
i sa niskim afinitetom/Siroko specificno mesto (C-terminal) (185). Terminal sa visokim
afinitetom se prvo vezuje za svoju odredenu lokaciju (HER3 ili HER4 receptora). Nakon §to
je terminal sa niskim afinitetom “imobilizovan” na ¢elijskoj membrani on povecava svoj
afinitet prema potencijalnim partnerima za formiranje dimera. Receptor za Kkoji se
prvenstveno vezuje  terminal sa niskim afinitetom je HER2. Kao rezultat ove
heterodimerizacije, HER2 receptor je u stanju da aktivira signalni put i u odsustvu
specificnog liganda. Ovaj signalni put je pojacan prekomernom ekspresijom HER2 receptora
u humanim tumorskim ¢elijama (186).

Signali heterodimera su generalno potentniji od signala homodimera, a oni koji sadrze HER2
imaju visok afinitet vezivanja liganda i bolju signalizaciju u poredenju sa hetero i
homodimerima bez HER2 (187, 188).

Povecana potencija heterodimera koji sadrze HER2 postoji iz dva razloga: prvo, heterodimeri
se odlikuju relativno sporom ligand disocijacijom, a drugi, za razliku od HER1 ¢ija je ligand-
indukovana endocitoza brza, HER2 se karakteriSe sporom internalizacijom receptora. Na taj
nacin, signalizacija receptora koji sadrze HER2 je relativno produzena i rezultuje boljom
aktivacijom signalnih puteva kao §to je MAPK. Najpotentniji heterodimer je HER2-HER3
(177) (Slika 16).
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DIMERIZATION

MAPK pathway ?"j

oh

Slika 16. Najpotentniji heterodimer HER2-HER3
(Preuzeto: http://www.perjeta.com/hcp/moa)

Prenos signala familije HER receptora podrazumeva obradu informacija kroz slojevitu
organizaciju HER mreze. HER mreza se sastoji od ulaznog sloja (ligandi, faktori rasta), sloj
obrade informacija (receptori, SH2-proteini, faktori transkripcije) i izlaznog sloja (rast ¢elija,
diferencijacija ili migracija). Receptor dimerizacije je vazan jer poseduje ogroman potencijal
za prenos bioloskih poruka kroz mreznu signalizaciju u odnosu na monodimerne receptore.
HER2 se smatra regulatorom signalne mreze jer promovise i kontroliSe signalizaciju (177).

1.6.1.2. Receptor humanog epidermalnog faktora rasta 2

Receptor humanog epidermalnog faktora rasta (Human Epidermal Growth Factor Receptor-
HER?2 ili ErbB2) je neophodan za regulaciju normalnog rasta i diferencijacije ¢elija, a moze
biti povezan sa viSe signalnih puteva (Hung i Lau, 1999) (Slika 17).

Deset razli¢itih homo 1 heterodimernih kombinacija koji sadrze HER2 prenose snaZne
signale i povezani su sa malignim rastom c¢elija (189).

Cell Division

Slika 17. Prenos bioloskih poruka HER2 kroz mrezu signala.
(Preuzeto http://polygonmedical.tumblr.com/post/38815862066/signal-transduction-medical-
illustration-signal)
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Uloga HER?2 u rastu ¢elija moze se prikazati na jednostavan nacin. Kada postoji uobicajena
ekspresija HER2 receptora, ligandi koji se vezu za HER receptore dovode do stvaranja samo
nekoliko HER2 heterodimera, a odgovori na faktore rasta su relativno slabi, $to rezultira
normalnim rastom c¢elija. Medutim, kada postoji prekomerna ekspresija HER2 receptora, kao
u ¢elijama tumora, mnogi ligandi koji poticu prvenstveno iz strome ili iz tumorskih ¢éelija
dovode do prekomernog stvaranja HER2 heterodimera. Heterodimeri ostaju duze na povrsini
¢elije, a njihova signalizacija je pobolj$ana, Sto rezultira snaznom signalizacijom u stromi i
epitelu, ja¢i odgovor na faktore rasta i na kraju progresivan rast (177). Heterodimeri
aktiviraju citoplazmatski domen sa posledi¢nom autofosforilacijom tirozinskih rezidua unutar
¢elije uz pomo¢ adenozin trifosfata (ATP). Fosfotirozinske residue aktiviraju PI3K/AKT i
MEK/ERK signalne puteve. Ovi intracelularni signalni putevi prenose signal koji se emituje
sa povrSine ¢elije u jedro, gde moduliraju transkripciju gena koji su ukljuceni u klju¢ne
celijske funkcije, ukljucujuci prezivljavanje celija (antiapoptoza), proliferaciju, angiogenezu,
sposobnost invazije i metastaziranja (173).

1.6.1.3. Proteinska ekspresija HER2 receptora kod karcinoma pluéa

Povecana proteinska ekspresija HER2 receptora moZe nastati kao posledica amplifikacije
gena i/ili transkripcijskih promena. Prekomerna proteinska ekspresija HER2 receptora nije
uvek uzrokovana amplifikacijom HER2 gena (tumori pluc¢a, mezenhimalni tumori, tumori
mokracéne besike i jednjaka), u tim slucajevima prekomerna ekspresija moze nastati i usled
poremecaja transkripcije ili posttranskripcije (190).

U karcinomima dojke, u 92% slucajeva povecana ekspresija HER2 receptora je posledica
amplifikacije HER2 gena (vise od normalne dve kopije gena) (191). Amplifikacija dovodi
do povecane transkripcije HER2 gena 1 istovremeno povecava sintezu HER2 proteina. U
¢elijama raka, koli¢ina HER2 proteina moze biti 100 puta veéa od onih u normalnim
¢elijama (192).

Povecana proteinska ekspresija HER2 receptora i/ili amplifikacija HER2 gena ima klju¢nu
ulogu u razvoju i progresiji mnogih karcinoma, posebno dojke i Zeluca (193, 194).

U studijama koje su ocenjivale povecanu proteinsku ekspresiju HER2 receptora u NSCLC
koriste¢i imunohistohemiju, dobijeni su razli¢iti podaci. Evaluacijom objavljenih radova
Hirsch i sarad. iz 2002. godine iznet je podatak da se pojacana ekspresija HER2 receptora u
NSCLC krece u rasponu 25% do 57%, sa najvecom ucestalos¢u u adenokarcinomu (195). Od
2003. do 2012. godine studije iz ove oblasti pokazale su nesto drugacije podatke. Ucestalost
povecéane proteinske ekspresije HER2 receptora u NSCLC kretala se od 0.87% no 36%, dok
je HER2 genska amplifikacija bila zastupljena od 10% do 20% slucajeva (196-202).
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Iako se ucestalost povecane proteinske ekspresije HER2 receptora u NSCLC od studije do
studije znacajno razlikuje, veéina autora se slaze da je poveCana ekspresija najvise
zastupljena u adenokarcinomu u odnosu na druge histoloske tipove NSCLC. Poslednja
istrazivanja pokazuju da je ucestalost povecane proteinske ekspresije HER2 receptora 2,4%, i
da su kod ve¢ine HER?2 pozitivnih tumora prisutne metastaze u limfnim ¢vorovima (30.5%
vs. 53.3%, P = 0.015), odnosno da se radi 0 pacijentima u uznapredovalom stadijumu bolesti
(19.0% vs. 36.7%,P = 0.031) (203).

Postojanje diskrepance medu objavljenim rezultatima poveéane proteinske ekspresije HER2
receptora u NSCLC u razli¢itim studijama, moze se objasniti razliCitim tehnikama koje se
koriste. Najcesc¢e se koristi imunohistohemijska analiza. Rezultati mogu varirati u zavisnosti
od vrste antitela koje se koristi, koncentracije antitela, o€uvanosti tkiva, kao 1 subjektivnoj
pristrasnosti u ocitavanju rezultata. Razli¢ite studije koriste 1 razli¢ite protokole za
ocenjivanje povecane proteinske ekspresije HER2 receptora kod NSCLC.

1.7.1.4. Mutacija i amplifikaija HER2 gena u karcinomu pluéa

HER2 je dominantni gen Kkoji spada u grupu protonokogena, lokalizovan u normalnim
ljudskim ¢elijama kao jedna kopija na duzem kraku (Q21) hromozoma 17 (204). Ovaj gen je
prvo bio identifikovan u hemijski izazvanom neuroblastomu pacova (Schechter i sarad.,
1984.), koji kodira 185-kDa receptor (HER2 receptor), tipa tirozin kinase, koji je slican
EGFR.

HER2 mutacije se desavaju u prva Cetiri egzona tirozin-kinaznog domena (egzoni od 18 do
21), ukljuujuéi 1 najéeséu mutaciju na egzonu 20 sa A775 G776insYVMA
insercijom/duplikacijom na COOH-terminalnoj strani C-heliksa, koja vodi aktivaciji
receptora i nishodnih AKT i MEK signalnih puteva (204, 205).

Mutacije HER2 gena u NSCLC prvi put se opisuju 2004. godine. Ucestalost HER2 genske
mutacije u NSCLC je oko 4%, sa najvecom uéestaloséu u adenokarcinomu od 10% (196).

Grob i sarad. 2012. godine analizirali su 526 NSCLC koriste¢i FISH metodu. U ovoj studiji
HER2 genska amplifikacija je bila zastupljena u 3% tumora, a od toga je 2% tumora pokazalo
high level amplifikaciju. U odnosu na histoloski tip genska amplifikacija je najéesc¢a bila u
adenokarcinomu (6%), i to kod slabo diferentovanih adenokarcinoma (206). Ova grupa
tumora ¢ini metu za anti-HER2 terapiju. U nedavno objavljenoj studiji HER2 genska
mutacija je bila detektovana u 3,6% NSCLC, sa mutacijama prisutnim samo u
adenokarcinomu, a ako se analiziraju samo adenokarcinomi ucéestalost HER2 genske mutacije
se povecava na 4,3%. HER2 genska amplifikacija je bila identifikovana u oko polovine
tumora sa mutacijom HER2 gena, a ova mutacija ocenjena je kao nezavisni prognosticki
faktor nepovoljnog ishoda u invazivnim adenokarcinomima plu¢a (203). U selektovanoj
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populaciji pacijenta sa NSCLC koji su EGFR/KRAS/ALK-mutacija negativni, HER2
mutacije su zastupljene u 6% (207). HER2 mutacije su ceS¢e kod Zena, nepusaca sa
histoloskim tipom adenokarcinoma (207-209).

1.6.1.5. Metode odredivanja HER2 statusa

Povecana proteinska eskpresija HER2 receptora odreduje se imunohistohemijskom metodom
(IHC) primenom nekog od mnogobrojnih monoklonalnih antitela, dok se za odredivanje
amplifikacije HER2 gena koriste ,,Fluorescence in situ hybridization* (FISH), ,,Chromogenic
in situ Hybridization” (CISH) wu “Silver in situ Hybridization” (SISH).

1.6.1.5.1. Imunohistohemijska metoda

Imunohistohemijska metoda (IHC) se koristi za odredivanje proteinske ekspresije HER2
receptora. To je jednostavna i brza procedura, koja zahteva nekoliko reagensa. S obzirom da
je aparatura za izvodenje ove tehnike Siroko dostupna, IHC se lakSe primenjuje u patoloskim
laboratorijama. Medutim, osetljivost 1 specificnost IHC mogu se znacajno razlikovati u
zavisnosti od antitela koje se koristi (210, 211). Pored toga, fiksacija tkiva, obrada tkiva i
metoda detekcije proteinskog produkta HER2 gena mogu uticati na intezitet
imunohistohemijskog bojenja (212). Standardizacija metodologije i tumacenja rezultata, kao i
uklju¢ivanje validnih kontrola obavezni su za IHC HER2 testiranje. Komercijalno dostupan
HercepTest ispunjava ove kriterijume 1 odobren je od Americke administracije za hranu i
lekove (United States Food and Drug Administration).

Ocenjivanje ekspresije HER2 (IHC) u NSCLC plu¢a u vecini studija se razlikuje od
standardnog protokola koji se koristi kod karcinoma dojke. U studiji koju su objavili Hirsch
i sarad, 2002. godine prikazani su obrasci imunohistohemijskog bojenja HercepTest-om u
adenokarcinomu pluc¢a. U ovoj studiji 16% NSCLC plu¢a pokazalo je povecanu ekspresiju
HER2 (2+, 3+) sa najve¢om ucestaloS¢u u adenokarcinomu od 35% 1 krupnocelijskom
karcinomu od 20% (195). Kod NSCLC pluéa ne postoji standardizovan protokol za
ocenjivanje HER2 pozitivnosti, zato su tehnike molekularne biologije neophodne da bi se
potvrdili rezultati imunohistohemije.

U NSCLC pluéa HER2 imunohistohemijska pozitivnost je ¢eS¢a nego amplifikacija gena.
Relativno veliki broj tumora sa umerenom pozitivnosti HER2 (2+) ne pokazuje amplifikaciju
gena, dok samo 10% pokazuje amlifikaciju (206). Prema dosada$njim podacima molekularna
heterogenost kod karcinoma pluca je ¢es¢a u odnosu na karcinom dojke.
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1.6.1.5.2. Fluorescentna in situ hibridizacija

Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) je tehnika molekularne genetike koja omogucava
direktnu identifikaciju delova gena, celih gena, specificnih hromozomskih regija i celih
hromozoma. Metoda omoguéava vizualizaciju promena ne samo u metafaznim
hromozomima nego i u interfaznim jedrima. Metoda FISH temelji se na hibridizaciji dve
komplementarne sekvence, $to je i jedno od osnovnih nacela molekularne genetike.
Upotrebom specifiénih proba dobijaju se informacije o genomu. Svaka proba veze se za
specificno mesto na hromozomu (ili celi hromozom) i na taj nadin se detektuju specifiéne
regije (npr.centromera).

FISH je visoko osetljiva, specifi¢na i standardizovana metoda koja se moZe koristiti na malim
uzorcima tkiva. FISH metoda je sposobna da prevazide mnoga tehnicka 1 interpretativna
ogranicenja drugih tehnika. Zato S$to je definicija pozitivnosti zasnovana na postojanju
razli¢itih signala u celiji, FISH je potencijalno manje subjektivan od IHC. FISH moze
procijeniti i broj kopija HER2 gena u odnosu na broj hromozoma 17, $to omogucava
razlikovanje amplifikacije gena od hromozomske poliploidije. Medutim, samo je ograni¢en
broj patoloskih laboratorija opremljen da proceni HER2 status FISH metodom (213).
Nedostatak ove metode je skupa oprema i potreba za primenom fluorescentnog mikroskopa
sa fluoroscentnim sondama za detekciju specificnih sekvenci DNK u hromozomima.

FISH signali blede za nekoliko nedelja pa je rezultate potrebno registrovati skupim digitalnim
fotoaparatima (214). Hirsch i sarad. 2002. godine su pronasli povezanost izmedu THC i
FISH dobijenih rezultata u dve tre¢ine NSCLC pluca koje su testirali (195).

1.6.1.5.3. Hromogena in situ hibridizacija

Hromogena in situ hibridizacija (CISH) je alternativha metoda FISH tehnici za utvrdivanje
broja kopija HER2 gena koja koristi hromogeni metod detekcije (215-218). Za razliku FISH
metode u kojoj se koriste dve boje, CISH se bazira na kolorimetrijskoj detekciji samo jedne
probe. Tacka koja oznacava grani¢nu vrednost za definisanje HER2 amplifikacije je Sest iii
vise kopija. Tipicna genska amplifikacija CISH metodom predstavlja peroksidaza-pozitivne
nakupine (klastere) multiplih kopija gena, koji se lako vizualizuju svetlosnim mikroskopom.
U brojnim studijama sprovedenim Sirom sveta, u kojima su na uzorcima tumora dojke
poredene FISH i CISH metode, utvrdena je dobra korelacija. Najveca prednost CISH metode
u odnosu na FISH je §to se rezultati mogu ocitavati na svetlosnom mikroskopu. CISH plocice
se mogu arhivirati i ne zahtevaju registrovanje rezultata skupim digitalnim fotoaparatima.
Zahvaljuju¢i hematoksilinskom bojenju mogu¢ je uvid u histoloSku gradu i1 odabir pravog
polja za brojanje kopija HER2 gena.

Najveci nedostatak ove metode je nemogucnost procene prisustva polizomije hromozoma 17.
Ovaj problem moze biti prevaziden koris¢enjem CISH metode dvostrukog bojenja (219).

35



Doktorska disertacija Dr Mirjana Miladinovi¢

Komercijalna automatizovana verzija CISH metode koja koristi srebro kao hromogen naziva
se “Silver in situ Hybridization” (SISH).

1.6.1.5.4. Silver in situ hibridizacija

Srebrom poboljsana in situ hibridizacija (SISH), koja je uvedena kao alternativa za FISH,
koristi svetlo neprozirno srebro umesto fluorescentnih spot-signala. Kako se SISH moze
izvoditi brze od FISH-a i zahteva samo konvencionalni svetlosni mikroskop, prikladniji je za
rutinsku upotrebu u patoloskim laboratorijama. Studija koja je koristila jednobojni SISH
pokazala je stopu uskladenosti od 98% izmedu metoda SISH i FISH (220).

Nitta i sarad. su objavili razvoj “dual-color” SISH tehnike za procenu HER2 statusa gena
(221). U korelacionoj studiji izmedu “dual color” SISH-a i FISH-a na citoloskim uzorcima
potvrdena je visoka stopa uskladenosti izmedu “dual color” SISH i FISH metode od 92,9%
(222). “Dual-color” SISH se zasniva na koris¢enju dve odvojene probe u jednom slajdu:
proba HER2, $to rezultira crnim signalom i proba CEP17, §to rezultira crvenim signalom.
Ovaj metod omogucava izracunavanje odnosa HER2/CEP17 i otkrivanje polizomije
hromozoma 17 na jednom slajdu.

1.6.1.6. Znacaj proteinske ekspresije HER2 receptora i genske amplifikacije u NSCLC

Ekspresija HER2 receptora u humanim tumorima povezuje se sa agresivnijim ponasanjem i
loSijom prognozom. Brojne studije sugeriSu da je prekomerna proteinska ekspresija HER2
receptora u NSCLC povezana sa uznapredovalom lokalnom ili metastatskom bolesti i loSijom
prognozom (Kern i sarad, 1990; Tateishi i sarad, 1991; Harpole i sarad, 1995.) (223-225),
posebno kada je u kombinaciji sa K-ras mutacijom (Kern i sarad, 1994.)(226) ili Bcl-2
mutacijom (Kim i sarad, 1998.)(227), dok druge studije ukazuju da nema znacajne
povezanosti (Pfeiffer i sarad, 1996.) (228).

U sistematskom pregledu literature za procenu prognosti¢kog znacaja prekomerne ekspresije
HER2 na preZivljavanje bolesnika sa NSCLC, izveden je zakljucak da je prisutnost ovog
receptora kao prognostickog faktora povezana sa loSijim prezivljavanjem. Vecina studija
(57%) je dokazala ovu korelaciju, dok u 11% studija nije dokazana ova povezanost. Ovaj
sistematski pregled ukazao je i na postojanje statisticki znacajne razlike medu objavljenim
pozitivnim rezultatima HER2 ekspresije u NSCLC (229).

Zasto je prekomerna ekspresija HER2 u NSCLC povezana sa loSijom prognozom nije
poznato, pogotovo jer se ne odnosi na histoloski tip i proSirenost bolesti (229). Postoje neke
hipoteze koje pokuSavaju da objasne ovaj fenomen. Prekomerna ekspresija HER2 omogucéava
adheziju i invazivni rast tumorskih ¢elija preko svoje udruzenosti sa kadherin-catenin
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kompleksom (Ochiai i sarad, 1994.) (230) i povezana je sa pove¢anom sposobnosti migracije
¢elija (Bernstein i sarad, 1994.) (231).

Koekspresija HER2 i EGFR ¢esca je kod pacijenata sa metastazama i povezana je sa losijim
prezivljavanjem (Tateishi i sarad, 1994.) (232).

Ogranicen broj slucajeva, nedostatak sistema bodovanja za odredivanje proteinske ekspresije
HER2, konfliktni rezultati u ocitavanju, dovode do razliitih podataka pa je tesko tumaditi
ove studije.

Harpole i sarad. (233) su predlozili da pored drugih parametara (muski pol, prisutnost
simptoma, veli¢ina tumora, slaba celijska diferencijacija, vaskularna invazija, p53 ekspresija i
visok Ki67 indeks), prekomerna proteinska ekspresija HER2 moze biti nezavisni prognosticki
faktor kod pacijenata sa NSCLC u stadijumu .

Osaki i sarad. (234) pokazali su da su pacijenti sa adenokarcinomom pluca u stadijumu I1IB
ili T4 imali poviSen serumski nivo HER2 proteina i da je serumski nivo u korelaciji sa
prekomernom proteinskom ekspresijom HER2 u tkivnim ise¢cima iz tumora.

Diez i sarad. (235) nisu nasli znac¢ajnu korelaciju izmedu prekomerne proteinske ekspresije
HER2 i TNM Kklasifikacije kod NSCLC, ali su dokazali da je skraceno srednje vreme relapsa
tumora proporcionalno porastu proteinske ekspresije u tumorskom tkivu.

Petrusevska i sarad. (236) ukazuju da prekomerna proteinska ekspresija HER2 kod
pacijenata sa NSCLC Korelira sa uznapredovalim klini¢ckim stadijumom bolesti.

Meta-analiza iz 2010. god. (237) pokazuje da je prekomerna proteinska ekspresija HER2
potvrdena THC metodom znacajno povezana sa loSom prognozom kod NSCLC i to najviSe
kod adenokarcinoma. Stratifikovana analiza u odnosu na stadijum NSCLC, pokazala je loSiju
prognozu u ranom stadijumu I i II. Prekomerna ekspresija HER2 odredena IHC, a ne
amplifikacijom, povezana je sa loSom prognozom kod NSCLC, naro¢ito kod
adenokarcinoma u ranom stadijumu. Rezultati ove analize sugeriSu da pacijenti sa
adenokarcinomom pluc¢a u ranom stadijumu koji pokazuju prekomernu proteinsku ekspresiju
HER?2 bi trebali imati agresivniji tretman, kroz neoadjuvantni ili adjuvantni pristup.

Veéina dosadasnjih studija je pokazala da amplifikacija HER2 gena kod NSCLC odredivana
FISH metodom nije imala prognosti¢ki znacaj (237).

U toku je studija u kojoj su pacijenti sa NSCLC koji su imali mutaciju HER2 gena primili
HER?2 ciljanu terapiju u razli¢itim stadijumima bolesti. Na osnovu ohrabruju¢ih odgovora na
terapiju 1 dugogodiSnjeg prezivljavanja pacijenata moZe se pretpostaviti da su HER2
mutacije jednako prediktivne i prognosticke (238).
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1.6.1.7. Anti-HER?2 terapija kao terapijska perspektiva kod karcinoma pluca

Odredivanje ekspresije  HER2 receptora u NSCLC je potencijalno vazno kako iz
prognosti¢kih razloga, tako i u svrhu lecenja. Identifikacija HER2 pozitivnih NSCLC
omogucava odredivanje grupe pacijenata koji bi bili kandidati za specifi¢nu terapiju. HER2
bi mogao biti potencijalna terapijska meta, a njegova lokalizacija na povrsini ¢elije Cini ga
lako dostupnim za ciljanu terapiju.

Trastuzumab (HerceptinR), humano monoklonsko antitijelo koje prepoznaje HER2 receptor
je u fazi istraZzivanja za leCenje karcinoma pluca koji pokazuju povecanu proteinsku
ekspresiju HER2 receptra. Medutim, problem predstavlja izbor metode detekcije HER2
receptora 1 nepostojanje utvrdenog protokola za ocitavanje rezultata kao Sto postoji kod
karcinoma dojke 1 Zeluca.

HER2 "pozitivni” NSCLC su relativno otporni na konvencijalnu hemioterapiju i radioterapiju
(202, 239) i predstavljaju glavne kandidate za ciljanu molekularnu terapiju. U proslosti
monoterapija Trastuzumabom nije pokazala benefit kod HER2 pozitivnih NSCLC (240).
Dodavanje Trastuzumaba hemioterapiji pokazuje razliCite rezultate (228, 241, 242), ali
vecéina ovih pacijenta nije imala prethodno odreden HER2 status (243).

Rezultati 11 faze randomizovane studije koja je koristila kombinaciju gemcitabine-cisplatin sa
i bez Herceptina, ukazuju na to da je podgrupa pacijenata sa HER2 proteinskom ekspresijom
3+ i/ili prisutnom amplifikacijom gena koji su primali Herceptin imali relativnho dobar
odgovor na terapiju na osnovu stope odgovora i srednjeg vremena prezivljavanja bez
progresije bolesti. Pacijenti sa HER2 proteinskom ekspresijom 2+/ FISH negativnim
rezultatom amplifikacije nisu imali benefit sa ovom terapijom. Svi slucajevi koji su pokazali
izrazenu proteinsku ekspresiju ocenjenu sa 3+ IHC metodom pokazali su 1 amplifikaciju gena
FISH metodom, dok slucajevi umerene proteinske ekspresije ocenjene 2+ IHC metodama
nisu potvrdeni FISH retestiranjem. Ova studija je ukazivala da odabir pacijenata koji imaju
proteinsku ekspresiju ocenjenu IHC metodom sa 3+ i umerenu ekspresiju ocenjenu sa 2+ koja
je potvrdena i amplifikacijom FISH metodom moze biti efikasana strategija za leCenje
NSCLC Herceptinom, kao $to je potvrdeno kod karcinoma dojke (244).

Dok je kod karcinoma dojke prekomerna proteinska ekspresija HER2 i/ili  genska
amplifikacija povezana sa osetljivos¢u na HER2-ciljane lekove poput trastuzumaba,
lapatiniba, pertuzumaba i trastuzumab-emtansin, klini¢ko istraZivanje karcinoma pluca je
usporeno posle prvih negativnih klini¢kih ispitivanja trastuzumaba dodatog hemioterapiji u
uznapredovalom NSCLC.

U Il fazi studije koju su izvodili “Cancer and Leukemia Group B”, samo koris¢enje
trastuzumaba nije pokazalo znacajan klinicki benefit NSCLC koji su imali povecanu
proteinsku ekspresiju HER2 ocenjenu sa 2+ ili 3+ (240). U studiji koja je ispitivala dodatak
trastuzumaba gemcitabinu i cisplatinu kod 103 HER2 pozitivnih pacijenata sa NSCLC,
trastuzumab je dat istovremeno sa hemioterapijom i nakon hemioterapije sam, u fazi
odrzavanja. lako je kombinacija dobro tolerisana, nije dobijen benefit u prezivljavanju u svim
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HER2 IHC-pozitivnim NSCLC. Medutim, 80% pacijenata sa IHC ekspresijom HER2 3+ i/ili
FISH dokazanom amplifikacijom, su bili zivi nakon pracenja od 6 meseci, sa stopom
odgovora od 83% i srednjim vremenom prezivljavanja bez progresije bolesti od 8,5 meseci
(241).

Pored toga, u toku je procena uspesnosti leCenja pertuzumabom u kombinaciji sa
trastuzumabom, kao i kominacija trastuzumab-emtansin kod pacijenata sa NSCLC kod kojih
je prekomerna proteinska ekspresija HER2 ocenjena sa 3+ (245).

Mali molekul lapatinib (prvi dvostruki inhibitor EGFR i HER2 receptora) nedavno je testiran
kao monoterapija kod NSCLC (246). lako rezultati nisu pokazali znacajnu tumorsku
regresiju, jedan broj pacijenta sa HER2 amplifikacijom je pokazao delimi¢an odgovor na
terapiju.

Predklini¢ka istrazivanja, sugeriSu da prekomerna proteinska ekspresija HER2 1/ili genska
amplifikacija kod NSCLC bi mogla biti terapijska meta za uvodenje Transtuzumaba u
kombinaciji sa citotoksi¢énim agensima koji bi ispoljili sinergisticku antitumorsku aktivnost
(245).

Istrazivanje efikasnosti ciljane molekularne terapije, humanim monokolonalnim antitelom
specificnim za HER2 receptor, moze biti osnov za uvodenje rutinskog odredivanja HER2
statusa kod adenokarcinoma pluca, §to namece potrebu za uvodenjem standardizovanog
protokola za odredivanje HER2 statusa kod adenokarcinoma pluca.

U dosada$njim studijama najveéa potencijalna korist ciljanom terapijom kod pacijenata sa
NSCLC je videna u grupi pacijenata sa povecanom proteinskom ekspresijom HER?2
ocenjenom sa 3+, koja je najcesca kod slabo diferentovanog adenokarcinoma (241, 244, 245).
Medutim, posto je broj pacijenata sa povecanom proteinskom ekspresijom HER2 receptora,
ocenjenom sa 3+, u vec¢ini studija mali, neophodna su dalja istrazivanja da razjasne efikasnost
molekularne ciljane terapije za ovu grupu pacijenata.

,National Comprehensive Cancer Network (NCCN)“ uklju¢io je Transtuzumab i Afatinib
kao potencijalnu terapijsku opciju za pacijente sa NSCLC kod kojih je prisutna HER2
mutacija (247), iako vreme primene ovih lekova u toku bolesti nije definisano.
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2. CILJEVI

1. Utvrditi ucestalost povecane proteinske ekspresije HER2 receptora u adenokarcinomu
pluca.

2. Uporediti rezultate povecane proteinske ekspresije HER2 receptora dobijene
koriS¢enjem HER?2 antitela ,,Hercep Test Dako* 1 rezultate dobijene koriS¢enjem
HER?2 antitela ,,Ventana anti-HER2/neu (4B5)*.

3. Uporediti prisustvo amplifikacije HER2 gena pomocu in situ hibridizacije (ISH)
(Dual IHC HER2 kit;Ventana Medical Systems) retestiranjem uzoraka kod kojih je
povecéana proteinska ekspresija HER2 receptora ocenjena sa 2+ i 3+ dobijena ,,Hercep
Test Dako* u odnosu na prisustvo amplifikacije HER2 gena na uzorcima koji su
pomocu ,,Ventana anti-HER2/neu (4B5)“ ocenjeni sa 2+ i 3+.

4. Uporediti ucestalost povecane proteinske ekspresije HER2 receptora i prisustva HER2
genske amplifikacije kod razli€itih histoloskih podtipova adenokarcinoma pluca
(lepidi¢ni, acinarni, papilarni, mikropapilarni, solidni i drugim varijantama
adenokarcinoma) na osnovu nove klasifikacije SZO (124).

5. Utvrditi da 1i je povecana proteinska ekspresija HER2 receptora u adenokarcinomu
pluca i/ili prisustvo genske amplifikacije povezano sa demografskim (starost i pol
pacijenta) parametrima, puSackim statusom, pojavom metastaza u regionalnim
limfnim ¢vorovima, udaljenim organima, infiltracijom pleure i okolnih struktura,
odnosno stadijumom bolesti.
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3. HIPOTEZA RADA

Hipoteza se sastoji od nekoliko pretpostavki:

1.

Povecana proteinska ekspresija HER2 receptora u adenokarcinomu pluca je veca od
1,5%.

Dobijeni rezultati povecane proteinske ekspresije HER2 receptora u adenokarcinomu
pluca koriste¢i Hercep Test Dako i Ventana anti-HER2/neu (4B5) slazu se u vise od
90%.

U svim slucajevima u kojima je proteinska ekspresija HER2 receptora ocenjena sa 2+
ili 3+ sa jednom ili obe navedene metode nadena je i amplifikacija HER2 gena
upotrebom ISH (Dual IHC HER2 kit;Ventana Medical Systems).

Povecana proteinska ekspresija 1 prisustvo HER2 genske amplifikacije je ¢eS¢e kod
solidnih i mikropapilarnih, odnosno slabo diferentovanih adenokarcinoma pluca u
odnosu na lepidi¢ne, acinarne 1 papilarne adenokarcinome pluca.

Povecana proteinska ekspresija 1 prisustvo HER2 genske amplifikacije u
adenokarcinomu plu¢a naj¢e$¢e je kod mladih muskaraca, nepusaca, sa prisutnim
metastazama u regionalnim limfnim ¢vorovima, udaljenim organima, infiltracijom
pleure i okolnih struktura, odnosno sa viSim stadijumom bolesti.
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4. MATERIJAL | METODE

Istrazivanje je bilo retrospektivno-prospektivnog karaktera. Deo istrazivanja je sproveden u
Centru za patologiju Instituta za plu¢ne bolesti Vojvodine (IPBV) u Sremskoj Kamenici, a
deo je sproveden u Centru za patologiju Klini¢kog centra Crne Gore (KCCG) u Podgorici.

Istrazivani materijal saCinjavali su isecci tkiva pluéa pacijenata koji su na IPBV prvi put
operisani od invazivnog adenokarcinoma pluca.

U retrospektivnom delu studije, plo€ice i kalupi iz arhive Centra za patologiju IPBV ponovo
su patohistoloski analizirani. Delovi ocuvanog, vitalnog tumorskog tkiva su obelezeni na
plocici i kalupu i ti delovi su bili podvrgnuti IHC bojenju HER2 antitelima i tehnici ISH.

U prospektivnom delu studije, uzorci tkiva plu¢a dobijeni operativnim putem su bili obradeni
u patohistoloskoj laboratoriji Centra za patologiju IPBV, a potom mikroskopski analizirani.
Delovi o¢uvanog, vitalnog tumorskog tkiva su obelezeni na plocici 1 kalupu 1 ti delovi su bili
podvrgnuti IHC bojenju HER2 antitelima i tehnici ISH.

Podaci za sve pacijente dobijeni su iz istorija bolesti, onkoloskih kartona i patohistoloSkih
nalaza. Za prikupljanje svih neophodnih podataka koris¢en je prethodno dizajniran Protokol
za ispitanike (Prilog br.1).

4.1. NACIN IZBORA, VELICINA I KONSTRUKCIJA UZORKA

U istrazivanje je bilo uklju¢eno 148 bolesnika Instituta za pluéne bolesti Vojvodine koji su
operisani u periodu od januara 2010. do decembra 2017. godine, kod kojih je na operativnhom
materijalu u Centru za patologiju IPBV patohistoloSki dokazan invazivni adenokarcinom
pluca.

Kriterijumi za uklju¢ivanje u istraZivanje bili su:

e Dbolesnici koji su prvi put operisani, odnosno da prethodno nisu imali dijagnostikovan
invazivni adenokarcinom pluca
e Dbolesnici koji nisu primali preoperativnu radioterapiju i/ili hemioterapiju

Kriterijumi za isklju€enje iz istraZivanja bili su:

e Dbolesnici koji nisu prvi put operisani, odnosno bolesnici koji su ranije imali
dijagnostikovan adenokarcinom pluca

¢ Dbolesnici koji su primali preoperativno radioterapiju i/ili hemioterapiju

e materijal neadekvatan za analizu

e nedostatak podataka iz medicinske dokumentacije
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Anamnesticki podaci prikupljeni iz istorija bolesti bili su: starosna dob, pol i pusacke navike.
Podaci dobijeni iz patohistoloskih nalaza i onkoloskih kartona bili su: veli¢ina tumora,
histoloski podtip adenokarcinoma, infiltracija pleure i okolnih struktura, broj i grupa limfnih
¢vorova zahvacenih metastazama, prisustvo lokalnih metastaza u plu¢nom parenhimu sa iste i
sa kontralateralne strane, prisustvo i lokalizacija udaljenih metastaza, patohistoloska TNM
klasifikacija () TNM) i klinicki stadijum bolesti (kTNM).

4.2. PATOHISTOLOSKA EVALUACIJA TKIVNIH UZORAKA

Kod svih bolesnika je iz hirurski reseciranog materijala uziman adekvatan broj
reprezentativnih uzoraka iz tumorskog tkiva, okolnog plu¢nog parenhima i limfnih ¢vorova.
Uzorci su fiksirani u 10% puferisanom formalinu 48-72 casa, dehidrirani u alkoholima
rastu¢e koncentracije, prosvetljeni u hloroformu, prozeti 1 ukalupljeni u parafin, seCeni na
mikrotomu na serijske rezove debljine 4 mikrona, deparafisani, bojeni rutinskom
hematoksilin-eozin metodom (H&E) i montirani DPX-om. Kada je postojala nedoumica oko
histoloskog tipa tumora, postojanja invazije visceralne pleure, diferencijacije podtipova
adenokarcinoma ili prisutva metastaze u limfnim ¢vorovima materijal je seCen na dodatne
histoloske rezove i bio je podvrgnut histohemijskom ili imunohistohemijskom bojenju (PAS,
Alcian blue, TTF1, Napsin A, CK7,CK5/6, p63/p40, synaptophysin, chromogranin).

Svi uzorci iz tumorskog tkiva bojeni H&E metodom su klasifikovani primenom
IASLC/ATC/ERS kriterijuma. Semikvantitavno je odredena svaka komponenta invazivnog
karcinoma koja je bila zastupljena u > 5% tumorskog tkiva. Definisan je predominanti tip kao
obrazac rasta koji je u najve¢em procentu zastupljen u tumoru. Uzorci su prema
predominantnom tipu podeljeni u grupe: lepidi¢no predominanti (Slika 18), acinarno
predominantni (Slika 19), papilarno predominantni (Slika 20), mikropapilarno predominantni
(Slika 21) i solidno predominantni tip (Slika 22).
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E,100x. Slika 19. Acinarno predominantni tip, H&E,100x.

Slika 18. Lepidi¢no predominantni tip, H&
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Slika 20. Papilarno predominantni tip, H&E,100x. Slika 21. Mikropapilarno predominantni tip, H&E,100x.

Slika 22. Solidno predominantni tip, H&E,100x.

Za patolosku TNM Kklasifikaciju i odredivanje stadijuma bolesti koris¢eno je sedmo izdanje
TNM Kklasifikacije karcinoma pluca. Klasifikaciju adenokarcinoma, imunohistohemijsku
evaluaciju proteinske ekspresije HER2 receptora i amplifikaciju HER2 gena izvrsila su dva
patologa zaposlena u Centru za patologiju KCCG. Konac¢ni patohistoloski nalaz je bio
rezultat konsezusa. U slucajevima gde je postojalo neslaganje dva patologa trazeno je
misljenje i tre¢eg patologa, supervizora, zaposlenog u Centru za patologiju IPBV Koji se u
svakodnevnom radu bavi dominantno pluénom patologijom sa najduzim stazom u ovoj
oblasti.

4.3. 1IZRADA TKIVNIH MIKROEREJ (Tissue microarray, TMA) KALUPA

Izrada TMA kalupa vrSena je u patohistoloskoj laboratoriji Centra za patologiju KCCG.

Nakon patohistoloske evaluacije uzoraka svih 148 bolesnika, odabran je po jedan
reprezentativan uzorak tumorskog tkiva za svakog pacijenta.
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Na plocici 1 odgovaraju¢em kalupu (blok donora) markirano je kruzno podrucje ocuvanog,
vitalnog tumorskog tkiva, precnika do Smm.

Za izradu TMA blokova koris¢en je Quick-Ray Manual Tissue Microarrayer set sa
odabranim blokom primaoca, 3mm x 30 polja (Slika 23), postujuéi slede¢i protokol:

e Pomoc¢u Quick Ray® igle pre¢nika 3mm odvojeni su oznaceni delovi tumorskog tkiva
iz bloka donora.

e Pritiskom na klip Quick Ray® ubaceno je ekstrahovano tkivo iz bloka donora u
obliku cilindra dubine 5Smm u odgovarajuée rupe bloka primaoca (3mm x 30 polja).

e Kada su popunjena sva polja bloka primaoca staklenom plo¢icom nezno su gurnuti svi
tkivni cilindri kako bi se dobila ravna povr§ina za rezanje na mikrotomu.

e Blok primaoca je stavljen u ugradnu modlu koja se nalazi u setu, sa povr§inom za
seCenje okrenutom prema dole i inkubiran u termostatu 30 minuta na 60° C.

e Blokovi primaoca su izvadeni iz termostata (nakon odredenog vremena treba da je
blok primaoca potpuno transparentan), nakon toga su ugradeni na nosa¢ bloka i na
hladnoj plo¢i TMA kalupi su odvojni od ugradne modle.

e Seceni su na mikrotomu na serijske rezove debljine 4 mikrona na 4 mikroskopske
plocice od kojih su uzorci na prvoj plocici deparafinisani, bojeni rutinskom H&E
metodom i montirani DPX-om (Slika 24).

Slika 23. Quick-Ray Manual Tissue Microarrayer set. Slika 24. TMA kalupi i mikroskopske
plocice bojene H&E metodom.
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Uzorak svakog pacijenta je oznacen odredenim brojem, a taj isti broj je ubacen u tabelu 5x6
koja odgovara mestu u TMA kalupu gde se taj uzorak nalazi. Radi lakSe orjentacije TMA
kalupa 1 unutrasnje kontrole za IHC i ISH u prvo polje u TMA kalupu ubacen je uzorak tkiva
karcinoma dojke sa potvrdenom IHC proteinskom ekspresijom HER2 receptora ocenjenom sa
3+ (Tabela 6).

Tabela 6. TMA kalup br.1

Her3+ 1 2 3 4 5

6 7 8 9 10 11
12 13 14 15 16 17
18 19 20 21 22 23
24 25 26 27 28 29

4.4, IMUNOHISTOHEMIJSKO BOJENJE

Imunohistohemijsko bojenje HER2 antitelima (HercepTest Dako i Ventana anti-HER2/neu
(4B5)) vrseno je u imunohistohemijskoj laboratoriji Centra za patologiju KCCG.

Iz 7 TMA kalupa u kojima su ugradeni tkivni uzorci svih 148 pacijenata, iseCeni su rezovi
debljine 4 mikrona i hvatani na Superfrost predmetna stakla, pa suSeni na 60°C 30 minuta.
Nakon toga vrSeno je imunohistohemijsko bojenje sa HER2 antitelima prema uputstvima
proizvodaca.
Svaki uzorak je bojen sa dve vrste HER2 antitela:

1. HercepTest Dako

2. Ventana anti-HER2/neu (4B5)

4.4.1. HercepTest Dako

U ovom manualnom bojenju koristili smo Dakovo primarno, humano, ze¢je HER2 antitelo
primenom LSAB+/HRP vizuelizacione metode.

DAKO LSAB+ kit obeleZen peroksidazom bazira se na SAB (streptavidin biotin metodi) 1
koristi visoko rafiniranu avidin-biotin tehniku u kojoj biotinizirano sekundarno antitelo
reaguje sa nekoliko streptavidinskih molekula konjugovanih peroksidazom.

Posle deparafinizacije u ksilolu i rehidratacije kroz seriju alkohola opadaju¢e koncentracije
isecci svih 148 pacijenta su bojeni HER2 antitelom primenom HercepTest Dako postujuci
slede¢i protokol za manuelno provodenje (Slika 25):
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1. Demaskiranje antigena- tkivni preseci su tretirani u 10mM citratnom puferu (0,1
M limunska kiselina C6H807, 0,1 M natrijum citrat C6H5Na307, pH 6,0) u mikrotalasnoj
rerni 2 puta po 10 min, nakon ¢ega su ispirani dejonizovanom vodom.

2. Postupak bojenja- nakon izvrSene deparafinizacije i postupka demaskiranja
antigena, blokirana je endogena peroksidaza 3% rastvorom H202 u trajanju od 10 minuta na
sobnoj temperaturi. Zatim su tkivni preseci inkubirani sa primarnim antitelom u vlaznoj
komori, na sobnoj temperaturi u trajanju od 1 h. Imunohistohemijska identifikacija
ispitivanih antigena je vrSena primenom Streptavidin-biotin-peroksidaza tehnike, prema
standardnoj LSAB+ proceduri (DAKO). Ise€ci su inkubirani 30 minuta na sobnoj temperaturi
kompleksom, u trajanju od 30 minuta. Kao hromogeni substrat primenjen je 3-amino-9-
ethylcarbazole (AEC, DAKO). Nakon svakog inkubiranja uzorci su ispirani u Tris
puferisanom rastvoru (TBS: 0,05 M, pH 7,6) i kontrastirani hematoksilinom. Isecci su
pokrivani specijalnim vodenim medijumom.

——

—

AN B AN ¢ y - AN 1 AN /\/\o\lc-/\/\

l\\ Application of pnmary antibody ;:>‘.'; ymes substrat
TAYA A\ Incubate for 3 ncubate for 10 minute

Figure 4: HercepTest™ procedure

Slika 25. Postupak za manuelno provodenje HercepTest™
(Preuzeto:https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/28630_herceptest_interpret
ation_manual-breast_ihc_row.pdf)

4.4.2. Ventana anti-HER2/neu (4B5)

IHC bojenje Ventana anti-HER2/neu (4B5) monoklonalnim ze¢jim antitelom, vrSeno je na
svim uzorcima, automatski u BenchMark®XT aparatu prema upustvima proizvodaca (I-
VIEV put HER2 / neu kit, Ventana Medical Sistems). Automatsko bojenje HER2 je
obavljeno u BenchMark®XT aparatu sa ultraViev Universal DAB Detection kitom i Bluing
reagensom kao reagensom za vizuelizaciju (Slika 26).
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Slika 26. BenchMark®XT aparat.
4.4.3. Analiza i interpretacija imunohistohemijski obradenih uzoraka

Imunohistohemijska analiza je vrSena svetlosno-mikroskopski na mikroskopu marke Leica
DM4000 B (Slika 27), kvalitativnom i semikvantitativnom analizom. Imunohistohemijska
bojenja vrSena su uz kontrolu kvaliteta 1 specificnosti bojenja primenom spoljasnje i
unutrasnje kontrole. Kao pozitivni kontrolni uzorci koriS¢eni su poznati uzorci karcinoma
dojke kod kojih je dokazana prekomerna proteinska ekspresija HER2 receptora ocenjena sa
3+.

Slika 27. Mikroskop Leica DM4000 B povezan sa raéunarom i kamerom Leica.
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Za interpretaciju imunohistohemijske proteinske ekspresije HER2 receptora u
adenokarcinomu pluca korisé¢en je modifikovan obrazac (Hirsch i sarad, 2002.) Hercep Testa
za odredivanje proteinske ekspresije HER2 receptora kod karcinoma dojke (195) (Slika 28
AB,C; Slika 29 A,B,C):

e Tumori sa potpunim odsustvom bojenja- 0
e Tumori sa slabim, nepotpunim membranskim bojenjem - 1+

e Tumori sa jakim, nepotpunim bazolateralnim bojenjem ili slabim, kompletnim
membranskim bojenjem u vise od 10% tumorskih ¢éelija - 2+

e Tumori sa jakim, komletnim membranskim bojenjem u vise od 10%
tumorskih celija - 3+

C)
Slika 28. Imunohistohemijsko bojenje HER2 antitelom (HercepTest, Dako): A) negativno 1+; B) pozitivno 2+;
C) pozitivno 3+.
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C)

Slika 29. Imunohistohemijsko bojenje HER2 antitelom (Ventana anti-HER2/neu (4B5)): A) negativno 1+;
B) pozitivno 2+; C) pozitivno 3+.

Svi uzorci tumorskog tkiva ocenjeni su dva puta (jednom i drugom metodom bojenja) a
rezultati ekspresije HER2 receptora dobijeni koriS¢enjem jednog i drugog antitela ubaceni u
unapred pripremljenu tabelu u programu Microsoft Exel 2010, medusobno uporedivani, a
zatim statisti¢ki obradeni.

Uzorci tumorskog tkiva koji su ocenjeni sa 2+ i 3+ oznaceni su kao pozitivni, dok su uzorci
tumorskog tkiva ocenjeni sa 0 i 1+ oznaceni kao negativni.

4.5. IN SITU HIBRIDIZACIJA

In situ hibridizacija (ISH) na uzorcima tumorskog tkiva radena je u imunohistohemijskoj
laboratoriji Centra za patologiju KCCG.

S obzirom na naknadno obezbedena sredstva, u toku rada na istrazivanju, uzorci tumorskog
tkiva svih 148 pacijenata su retestirani tehnikom in situ hibridizacije, a rezultati su obradeni i
prikazani u doktorskoj disertaciji.

Svi slucajevi su retestirani, a ne samo uzorci koji su ocenjeni sa 2+ i 3+ bilo jednom i/ili
drugom metodologijom imunohistohemijske analize kako je navedeno u prijavi.
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Prisustvo amplifikacije je odredivano automatski pomocu “Dual IHC HER2 kit;Ventana
Medical Systems” u skladu sa uputstvima proizvodaca. Ispostovan je protokol za DISH u
BenchMark®XT aparatu: tretman sa c¢elijskim kondicionerom CC2, dva puta po 32 minuta,
digestija sa ISH proteazom III u trajanju od 12 min, hibridizacija 6 h, ispiranje na 72°C,
bojenje srebrom sa ultraViev SISH DNP Detection kit u trajanju od 8 minuta, crveno bojenje
sa UltraViev Red ISH DIG Detection kitom u trajanju od 8 minuta, hematoksilin bojenje u
trajanju od 8 minuta i bledo bojenje sa Bluing reagensom 4 minuta (Slika 30).

Status HER2 gena je odredivan na osnovu brojanja njegovih kopija (crni signali), i
detekcijom centromere 17. hromozoma (crveni signali). HER2 gen i centromere hromozoma
17 su detektovani pomoc¢u dve hromogene boje u formalin fiksiranim i parafinski provedenim
ise¢cima tkiva, nakon bojenja na Ventana BenchMark automatizovanom stejneru pomocéu
svetlosnog mikroskopa.

Silver reagents

/ HRP (horseradish peroxidase)

{/— Goat anti-rabbit
bod

— antibody

ot D 4 HER2 DNA probe
HER2 gene

B T
i 1 %
’ \"*“(\« ’!”“ ' DNA (deoxyribonucleic acid),
ot Chr17

Slika 30. Protokol za HER2 Dual ISH.
(Preuzeto:http://www.ventana.com/documents/E4798A _Loftin_ ASCO_Breast 2011 HER2_
Dual_ISH_Poster_lowres.pdf)

4.5.1. Analiza i interpretacija amplifikacije HER2 gena Silver in situ hibridizacijom

Amplifikacija HER2 gena metodom dual in situ hibridizacijom (ISH) odredivana je prema
preporukama ASCO CAP iz 2013. godine za karcinom dojke (248).

Za analizu i tumacenje dual ISH izbrojano je najmanje 20 tumorskih ¢elija. Pre odluke kojih
¢e se 20 c¢elija brojati pregledan je ceo preparat kako bi se naslo podruc¢je u kojem bi se mogla
naci amplifikacija. Ako postoje dve populacije ¢elija sa i bez amplificiranih signala, ove dve
populacije su brojane odvojeno i izra¢unat je odnos i prosek HER2 kopija odvojeno. Ukoliko
su u bilo kojoj od ovih populacija zadovoljeni kriterijumi amplifikacije test se smatrao
pozitivnim.
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Negativan HER2 status (odsutna genska amplifikacija) (Slika 31):

e Broj kopija HER2 < 4
e HER2/CEP 170dnos < 2 sa srednjim brojem signala < 4

Dvojben HER2 (proveriti testiranje na drugom uzorku istom ili drugom metodom):

e BrojHER2 kopija>4i<6
e HER2/CEP 170dnos < 2 sa srednjim brojem signalau>4i<6

Pozitivan HER2 status (prisutna genska amplifikacija) (Slika 32):

e Broj kopija HER2 > 6
e HER2/CEP 170dnos > 2 ukoliko je srednji broj kopija HER2 <,=,ili >4
e HER2/CEP 170dnos < 2 ukoliko je srednji broj kopija HER2 > 6

Tumori koji imaju srednji broj kopija HER2 > 10 ili HER2/CEP 170dnos > 5 smatraju se da
imaju high level amplifikaciju (Slika 33).

Slika31. Odsutna amplifikacija, HER2 Dual ISH, 600x.
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Slika 32. Prisutna amplifikacija, HER2 Dual ISH, 600x.

Slika 33. Prisutna high level amplifikacija, HER2 Dual ISH, 600x.
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4.6. STATISTICKA OBRADA I ANALIZA PODATAKA

StatistiCka obrada podataka je izvrSena uz pomo¢ statistickog programa SPSS 20.0.

Dobijeni rezultati su opisani uz pomo¢ standardnih statistickih varijabli (srednja vrednost (n),
standardna devijacija(SD) kao i inetrvalne vrednosti (max i min)).

Statisticka znaCajnost je ispitana pomocu testova za neparametarske podatke 2 test i Fisher
test koji sluze za opis povezanosti izmedu dve varijable.

Rezultati su predstavljeni putem grafikona i tabela.

Za sve statistiCke analize nivo poverenja je iznosio 0,05. vrednost p<0,05 ukazuje na to da je
razlika izmedu posmatranih raspodela statisticki znacajna, tj. u sluc¢aju p>0,05 nema
statisticki znac¢ajne razlike medu raspodelama. Vrednost p<0,001 ukazuje na statisticki veoma
znacajnu razliku.

54



Doktorska disertacija Dr Mirjana Miladinovi¢

5. REZULTATI

5.1. Osnovne karakteristike ispitanika i karakteristike primarnog tumora

U istrazivanju je uklju¢eno 148 pacijenata koji su na IPBV prvi put operisani od invazivnog
adenokarcinoma pluca i koji nisu primali preoperativnu radioterapiju i/ili hemioterapiju.

5.1.1. Pol i starost pacijenata

Distribucija pacijenata operisanih zbog adenokarcinoma plu¢a prema polu prikazana je u
Grafikonu 3.

37.8%

m Muskarci

m /ene

62.2%

Grafikon 3. Procentualna zastupljenost pacijenata prema polu

Od ukupno 148 pacijenata, ve¢ina su bili muskarci (92).

Distribucija pacijenata po polu i starosti prikazana je u Tabeli 7.
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Tabela 7. Distribucija ispitanika po polu i starosti

Starosne grupe

31-40 41 - 50 51-60 61-70 71-80
Pol . . . . .

godina godina godina godina godina
Muskarci 1 (0,7%) 4 (2,7%) 34 (23%) 46 (31,1%) 7 (4,7%)
Zene 0 (0%) 9 (6,1%) 23 (15,5%) 18 (12,2%) 6 (4,1%)
Ukupno 1 (0,7%) 13 (8,8%) 57 (38,5%) 64 (43,2%) 13 (8,8%)

Prosecna starost celokupnog uzorka je bila 60,8+7,87 godina, a raspon se kretao od 32 do 79
godina. Starosne dobi bolesnika smo podelili u 5 starosnih grupa sa intervalom od 10 godina.
Najveci broj ispitanika je bio zastupljen u starosnim grupama 51-60 godina (57) i 61-70
godina (64). Poredenje polova po starosnim grupama je pokazalo da su musSkarci u svim
starosnim grupama predstavljali najveéi procenat obolelih od adenokarcinoma plu¢a osim u
starosnoj grupi 41-50 godina, gde je procenat muskaraca (2,7%) bio manji od procenta Zena
(6,1%). U okviru starosnih grupa 51-60 godina i 61-70 godina, 54,1% adenokarcinoma je bilo
kod muskaraca, dok je kod zena ovaj procenat iznosio 27,7% .

5.1.2. Pusacke navike

Podaci o puSackim navikama su dobijeni iz istorija bolesti i bili su poznati za sve ispitanike.

Od svih pacijenata u uzorku 5,4% su bili nepusaci, 18,9% su bili bivsi pusaci, dok su 75,7%
bili aktivni puSaci. Odnos muskaraca i Zzena prema puSackim navikama je prikazan u Tabeli 8.

Tabela 8. Distribucija pacijenata prema pusackim navikama i polu

Pusacke navike

Pol Pusadi Nepusaci Bivsi pusaci
Muskarci 69 (46,6%) 4 (2,7%) 19 (12,8%)
Zene 43 (29,1%) 4 (2,7%) 9 (6,1%)
Ukupno 112 (75,7%) 8 (5,4%) 28 (18,9%)
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Aktivni pusaci su bili najbrojniji kod pacijenata oba pola (procentualno ¢esce su aktivni
pusa¢i bili muskarci). Procenat nepusaca je bio podjednako zastupljen kod oba pola. Sto se
tice bivsih pusaca veéi procenat je bio kod muskaraca (12,8%) u odnosu na Zene (6,1%).

Uz pomo¢ Fisher-ovog testa, dobijena p vrednost (p=0,636) je pokazala da ne postoji
statisti¢ki znacajna razlika u pusackom statusu u odnosu na pol pacijenata.

5.1.3. Veli¢ina tumora

Deskriptivna statistika veli¢ine tumora u ukupnom uzorku je prikazana u Tabeli 9.

Tabela 9. Deskriptivna statistika veli¢ine tumora u
ukupnom uzorku

mm
Srednja vrednost (x) 48,2
Medijana (Md) 45
Standardna devijacija (SD) 26,4
Minimum 9
Maksimum 150

Prose¢na veli¢ina tumora je iznosila 48,2+26,4 mm, od kojih je najmanji bio 9 mm, dok je
naveci bio 150 mm.

Tumori su bili podeljeni u 4 klase prema njihovoj veli¢ini: I (0-20 mm), Il (21-30 mm), 11
(31-50 mm) i IV (preko 50 mm). Distribucija veli¢ine tumora prema polu prikazana je u
Tabeli 10.

Tabela 10. Distribucija veli¢ine tumora prema polu

Klase
| 1 Il v
(0-20 mm) (21-30 mm) (31-50mm) (preko 50 mm)
Muskarci 13 39 33
uskKarci
(4,7%) (8,8%) (26,4%) (22,3)
7 8 11 20 17
ene (5,4%) (7,4%) (13,5%) (11,5%)
15 24 59 50
Ukupno
(10,1%) (16,2%) (39,9%) (33,8%)
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U odnosu na sve pacijente, najzastupljenija veli¢ina tumora je bila iz Il klase, dok je
najmanje bila zastupljena iz | klase. Kod muskaraca i Zena pojedinac¢no je takode bila
najzastupljenija 111 klasa.

Vrednosti dobijene pomocu ¥ testa, (p=0,410), su pokazale da nema statisticki znacajne
razlike u veli¢ini tumora medu polovima, posmatrano po definisanim klasama veli¢ine

tumora.

5.1.4. Infiltracija pleure i okolnih struktura (u odnosu na veli¢inu tumora)

Distribucija infiltracije pleure prema veli¢ini tumora prikazana je u Tabeli 11.

Tabela 11. Distribucija infiltracije pleure prema veliéini tumora

Klase
| | Il v Ukupno
(0-20 mm) (21-30 mm) (31-50 mm) (preko 50 mm)
Infiltracija postoji 2 2 1 21 36
(1,4%) (1,4%) (7,4%) (14,2%) (24,3%)
Infiltracija ne postoji 3 22 48 29 112
(8,8%) (14,9%) (32,4%) (19,6%) (75,7%)

Ispitivanjem infiltracije pleure kod svih bolesnika, kod 24,3% pacijenata je bila potvrdena
infiltracija, dok kod 75,7% pacijenata infiltracija nije postojala. Najc¢esce je infiltracija pleure
nadena u klasi IV (preko 50 mm).

Distribucija infiltracije okolnih struktura prema veli¢ini tumora prikazana je u Tabeli 12.

Tabela 12. Distribucija infiltracije okolnih struktura prema veli¢ini tumora

Klase
| I " v UKUDNO
(0-20mm)  (21-30 mm) (31-50mm) (preko 50 mm) P
Infiltracija postoji 0 0 2 0 8
Ja postol (0%) (0%) (1,4%) (4,1%) (5,4%)
. . .15 24 57 44 140
Infiltracija ne postoji
(10,1%) (16,2%) (38,5%) (29,7%) (94,6%)
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Zastupljenost infiltracije okolnih struktura je samo u 5,4% bila prisutna, dok kod 94,6%
pacijenata infiltracija nije postojala. Najvecéa zastupljenost infiltracije okolnih struktura je bila
kod klase 1V (preko 50 mm).

5.1.5. Patoloski T deskriptor tumora, status limfnih ¢vorova (N) i prisustvo metastaza
(M)

Kod svih pacijenata je bio odreden stadijum prema TNM Kklasifikaciji (sedmo izdanje) i
njihova distribucija je prikazana u Tabelama 13, 14 i 15.

Tabela 13. Distribucija T deskriptora tumora kod
pacijenata obolelih od adenokarcinoma

T deskriptor Broj (%)

Tia 14 (9,5%)
Tib 22 (14,9%)
T2a 46 (31%)
T2b 24 (16,2%)
T3 37 (25%)
T4 5 (3,4%)

Najzastupljeniji deskriptori su bili T2a (31%) i T3 (25%).

Tabela 14. Distribucija N deskriptora tumora kod
pacijenata obolelih od adenokarcinoma

N deskriptor Broj (%)

NO 96 (64,9%)
N1 31 (20,9%)
N2 19 (12,8)
N3 2 (1,4%)

Kod najveceg broja pacijenata (64,9%) nisu postojale metastaze u regionalnim limfnim
¢vorovima. U grupi pacijenta koji su imali metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima
najvise pacijenata (20,9%) je bilo u N1 deskriptoru, dok je najmanji broj 1,4% bio u N3
deskriptoru tumora.
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Tabela 15. Distribucija M deskriptora tumora kod
pacijenata obolelih od adenokarcinoma

M deskriptor Broj (%)

MO 124 (83,8%)
M1la 3 (2%)
M1b 21 (14,2%)

Vecina pacijenata ispitivane serije, tj. 124 pacijenta, su bili bez udaljenih metastaza. Samo
2% pacijenata je imalo M1a deskriptor tumora, dok 14,2% je imalo M1b deskriptor tumora.

5.1.6. Stadijum bolesti

Svim pacijentima iz naSeg uzorka SmoO nakon patohistoloske analize odredili patoloski

stadijum bolesti. Distribucija stadijuma bolesti prema polu prikazana je u Tabeli 16.

Tabela 16. Distribucija pacijenata prema patoloskom stadijumu bolesti i polu

Stadijumi bolesti

IA IB A 1B A 1B v
22 28 24 26 22 2 24
Ukupno (14,9%)  (18,9%)  (16,2%)  (17.6%) (14,9%) (14%)  (16,2%)
o 7 22 15 19 9 2 18
Muskarei (4,7%) (14,9%)  (10,1%) (12,8%) (6,10%)  (1,4%) (12,2%)
15 6 9 7 13 0 6
Jene (10,1%)  (4,1%) (6,1%) (4,7%) (8,8%) (0%) (4,1%)

Najzastupljeniji stadijum u ukupnom uzorku je bio IB (18,9%); kod muskaraca takode IB
(14,9%), dok je kod zena bio 1A (10,1%). Najmanje pacijenata u ukupnom uzorku je bilo u
I11B stadijumu (1,4%) gde su svi pacijenti bili muskarci.

Poredenjem stadijuma bolesti prema polu, primenom y* neparametarskog testa (p=0,003)
dobijena je statisticki znacajna razlika u distribuciji stadijuma bolesti u odnosu na pol.
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Distribucija pacijenata prema stadijumu bolesti i starosnim grupama prikazana je u Tabeli 17.

Tabela 17. Distribucija pacijenata prema patoloSkom stadijumu i starosnim grupama

Stadijumi bolesti

la Ib lla b Ila b v

31-40 0 0 0 0 0 0 1
godina  (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0,7%)
41-50 3 0 4 1 1 0 4
godina  (2%) (0%) @7%)  (07%)  (07%)  (0%) 2,7%)
51-60 5 9 12 11 10 0 10

o godina  (34%)  (6,1%)  (81%)  (7.4%)  (6.8%)  (0%) (6,8%)

o

g 61 - 70 13 15 5 12 9 1 9

2 godina  (88%)  (101%) (B4%)  B1%)  61%) (7%  (61%)

S | e og 70 L 4 3 2 2 1 0

S Vi

& gof;nz 07%)  @27%) (%) (L4%)  (L4%)  (07%)  (27%)

Primenom Fisher-ovog testa (p=0,119) nije dobijena statisticki znacajna razlika u distribuciji

stadijuma bolesti prema starosnim grupama.

5.1.7. Predominantni histoloski tip

Uzorci tumorskog tkiva svih 148 pacijenata su klasifikovani primenom IASLC/ATC/ERS
kriterijuma. Semikvantitavno je odredena svaka komponenta invazivnog karcinoma koja je
bila zastupljena u > 5% tumorskog tkiva, a zatim je definisan predominanti tip koji je u
najvecem procentu bio zastupljen u tumoru.

Distribucija pacijenata prema predominantnom histoloskom tipu prikazana je Grafikonom 4.
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5.4% 14%

10.1%

169%/'

Grafikon 4. Procentualna zastupljenost adenokarcinoma prema predominantnom tipu

35.1% = Solidni tip
m Acinarni tip

m Papilarni tip

B Mikropapilarni tip
m Lepidicni tip

® Enteri¢ni tip

31.1%

U nasem uzorku, najéesc¢i predominantni histoloski tip adenokarcinoma je bio solidni tip (52),
zatim acinarni tip (46) i papilarni tip (25).

5.1.7.1. Povezanost predominantnog tipa sa klinickim karakteristikama pacijenata

Distribucija predominantnog tipa u zavisnosti od klini¢kih karakteristika prisutnih kod
pacijenata prikazana je u Tabeli 18.
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Tabela 18. Distribucija predominantnog tipa prema polu, starosnim grupama i pusackom statusu

Predominantni tip

Solidni Acinarni Papilarni Mikropapilarni Lepidi¢cni  Enteri¢ni
Pol
Muskarci 33 30 15 8 5 1
(22,3%) (20,3%) (10,1%) (5,4%) (3,4%) (0,7%)

) 19 16 10 7 3 1
Zene (12,8%) (10,8%) (6,8%) (4,7%) (2,0%) (0,7%)
Starosne grupe
31-40 0 0 0 0 1 0
godina (0%) (0%) (0%) (0%) (0,7%) (0%)
41-50 6 3 2 2 0 0
godina (4,1%) (2,0%) (1,4%) (1,4%) (0%) 0%)
51 - 60 23 23 6 4 0 1
godina (15,5%) (15,5%) (4,1%) (2,7%) (0%) 0,7%)
61 - 70 21 14 14 8 6 1
godina (14,2%) (9,5%) (9,5%) (5,4%) (4,1%) (0,7%)
Vise od 70 2 6 3 1 1 0
godina (1,4%) (4,1%) (2%) (0,7%) (0,7%) 0%)
Pusacke navike
Putac 39 39 18 12 3 1
usact (26,4%) (26,4%) (12,2%) (8,1%) (2%) (0,7%)
Neougaci 1 2 1 1 3 0

pusact (0,7%) (1,4%) (0,7%) (0,7%) (2%) (0%)
T 5 6 2 2 1

1VsTpusact =g 10p) (3,4%) (4,1%) (1,4%) (1,4%) (0,7%)

Koriste¢i Fisher-ov neparametarski test, dokazano je da ne postoji statisticki zna¢ajna razlika
u raspodeli predominantnih tipova prema polu (p=0,965).

Rezultati Two-way ANOVA testa su pokazali da ne postoji statisticki znacajna razlika u
prosecnoj starosti muskaraca i zena u odnosu na predominantni tip adenokarcinoma
(p=0,108).
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Analizom povezanosti predominantnog tipa sa starosnim grupama nasli smo da su vrednosti
predominantnog tipa tumora ujednacene (p=0,131). Najcesca zastupljenost solidnog i
acinarnog tipa (15,5% pojedinacno) je imala starosna grupa 51-60 godina. Najmanja prose¢na
starost (60 godina) je bila kod entericnog tipa, dok je najveéa prosecna starost (63,3 godina)
bila kod lepidi¢nog tipa. U dva najzastupljenija tipa tumora (solidni i acinarni) prose¢na
starost je bila sli¢na (60,1 1 60,3 godina).

Ispituju¢i odnos predominantnog tipa i pusackih navika, uoceno je da su kod najveceg broja
pusaca najces¢e bili zastupljeni solidni i acinarni tipovi adenokarcinoma (69,6%). Isti
predominantni tipovi (solidni i acinarni) su takode bili naj¢es¢i kod bivsih pusaca (60,7%).
Kod nepusaca svi predominantni tipovi su bili prisutni u podjednakom broju .

Fisher-ovim neparametarskim testom potvrdena je statistiCki znacajna razlika u raspodeli
predominantnih tipova adenokaricinoma prema pusackim navikama (p=0,041).

5.1.7.2. Povezanost predominantnog tipa sa karakteristikama primarnog tumora

U studiji je bila analizirana povezanost predominantnog tipa sa karakteristikama primarnog
tumora (prose¢na veli¢ina, veli¢ina tumora podeljena po klasama, infiltracija pleure i okolnih
struktura, patoloski T, N i M deskriptor tumora i stadijum bolesti).

Odnos predominantnog tipa, prosecne veli¢ine tumora, veli¢ine tumora po klasama,
infiltracije pleure i infiltracije okolnih struktura prikazana je u Tabeli 19.

64



Doktorska disertacija

Dr Mirjana Miladinovi¢

Tabela 19. Odnos predominantnog tipa, veli¢ine primarnog tumora i infiltracije pleure i okolnih

struktura

Predominantni tip

Solidni Acinarni Papilarni Mikropapilarni Lepidi¢cni  Enteri¢ni
Prose¢na 49,9 47,8 39,6 55,8 52,4 48,5
veli¢ina (mm)
Veli¢ina tumora
I 2 5 5 2 1 0
(0-20 mm) (1,4%) (3,4%) (3,4%) (1,4%) (0,7%) (0%)
I 8 5 4 3 3 1
(21-30 mm) (5,4%) (3,4%) (2,7%) (2%) (2%) (0,7%)
i 22 22 9 5 1 0
(31-50 mm) (14,9%) (14,9%) (6,1%) (3,4%) (0,7%) (0%)
v 20 14 7 5 3 1
(> 50 mm) (13,5%) (9,5%) (4,7%) (3,4%) (2%) (0,7%)
Infiltracija 10 9 7 9 0 1
pleure (6,8%) (6,1%) (4,7%) (6,1%) (0%) (0,7%)
:\r']‘;””:";‘aci.e 42 37 18 6 8 1
oleure ! (28,4%) (25%) (12,2%) (4,1%) (5,4%) (0,7%)
e o o 2 T

0, 0, 0, 0, 0, 0,

struktura (2%) (2%) (0%) (1,4%) (0%) (0%)
Nema
infiltracije 49 43 25 13 8 2
okolnih (33,1%) (29,1%) (16,9%) (8,8%) (5,4%) (1,4%)
struktura

Deskriptivnom analizom je utvrdena najmanja prosecna veli¢ina tumora kod papilarnog
predominantog tipa (39,6 mm; u rasponu od 15 mm do 80 mm). NeSto vece prosecne velicine
tumora su bile evidentirane kod solidnog (49,9 mm; u rasponu od 12 mm do 150 mm),
acinarnog (47,8 mm; u rasponu od 9 mm do 140 mm) i enteri¢nog (48,5 mm; u rasponu od 25
mm do 72 mm) tipa, dok su najvece vrednosti bile kod lepidi¢nog (52,4 mm; u rasponu od 15
mm do 120 mm) i mikropapilarnog (55,8 mm; u rasponu od 12 mm do 140 mm) tipa.
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U odnosu na veli¢inu adenokarcinomi su bili podeljeni na Cetiri klase. Najzastupljeniji
predominantni tipovi su bili solidni i acinarni tip u 11l klasi (31-50 mm) sa udelom od 74,6%.
U IV Klasi (<50 mm), najzastupljeniji predominantni tipovi su takode bili solidni i acinarni
tip (68%).

Primenom Fisher-ovog neparametarskog testa nije dobijena statisticki znacajna razlika u
raspodeli predominantnih tipova u odnosu na veli¢inu tumora podeljenih na klase (p=0,406).

Uz pomo¢ Fisher-ovog neparametarskog testa dokazana je statisticki znacajna razlika kada je
u pitanju povezanost predominantnog tipa tumora i infiltracija pleure (p=0,011). Najveci
procenat slucajeva je bio bez infiltracije pleure.

Infiltracija okolnih struktura nije statisticki znafajno povezana sa predominantnim tipom
tumora (Fisher-ov neparametarski test, p=0,503).

Distribucija predominantnog tipa po T, N i M deskriptoru tumora prikazana je u Tabeli 20.

Tabela 20. Odnos predominantnog tipa tumora i T, N i M deskriptora

Predominantni tip

Solidni Acinarni Papilarni  Mikropapilarni Lepidi¢ni Enteri¢ni
T deskriptor
Tia 3 3 5 2 1 0
(2%) (2%) (3,4%)  (1,4%) (0,7%) (0%)
T1b 7 5 3 3 3 1
(4,7%) (3,4%) (2%) (2%) (2%) (0,7%)
T2a 17 18 7 3 1 0
(11,5%) (12,2%) @4,7%)  (2%) (0,7%) (0%)
T2b 10 7 5 1 1 0
(6,8%) (4,7%) (3,4%)  (0,7%) (0,7%) (0%)
T3 13 12 4 5 2 1
(8,8%) (8,1%) Q,7%)  (3,4%) (1,4%) (0,7%)
T4 2 1 1 1 0 0
(1,4%) (0,7%) 0,7%)  (0,7%) (0%) (0%)
N deskriptor
31 29 20 7 8 1
NO (20,9%) (19,6%) (13,5%) (4,7%) (5,4%) (0,7%)
10 13 4 3 0 1
N1 (6,8%) (8,8%) (2,7%) (2%) (0%) (0,7%)
10 3 1 5 0 0
N2 (6,8%) (2%) (0,7%) (3,4%) (0%) (0%)
1 1 0 0 0 0
N3 (0,7%) (0,7%) (0%) (0%) (0%) (0%)
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M deskriptor

MO 39 40 23 14 7 1
(26,4%) (27,0%) (15,5%) (9,5%) (4,7%) (0,7%)

M1a 0 0 1 1 1 0
(0%) (0%) (0,7%) (0,7%) (0,7%) (0%)

M1b 13 6 1 0 0 1
(8,8%) (4,1%) (0,7%) (0 %) (0%) (0,7%)

U rezultatima ispitivanja T deskriptora najfrekventniji predominantni tipovi su bili solidni i
acinarni tip i to u okviru T2a deskriptora (74,4%).

Vrednost p=0,926 dobijena pomocu Fisher-ovog neparametarskog testa je pokazala da ne
postoji statisti¢ki znacajna razlika predominantnih tipova u odnosu na T deskriptor.

Najvec¢i broj pacijenata nije imao metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima. Najveci
procenat sa prisutnim metastazama u regionalnim limfnim ¢vorovima je imao solidno
predominantni tip tumora i to 6,8% u N1 i N2 deskriptoru. U okviru N1 deskriptora
najzastupljeniji predominantni tip je bio acinarni (8,8%), dok se u N2 deskriptoru najéesce
radilo o solidnom podtipu (6,8%).

Fisher-ov neparametarski test nije pokazao statisticki znacajnu razliku kada je u pitanju
raspodela predominantnih tipova tumora po N deskriptoru (p=0,128).

Prisustvo udaljenih metastaza je bilo najfrekventnije kod solidno predominantnog tipa
(8,8%).

Utvrdena je statisticki znacajna razlika u raspodeli predominantnih tipova u odnosu na
prisustvo udaljenih metastaza (p vrednost Fisher-ovog neparametarskog testa iznosi 0,009),
sa naglaskom da kod veline predominantnih tipova tumora nisu postojale udaljene
metastaze.

Odnos predominantnog tipa i patoloskog stadijuma bolesti prikazan je u Tabeli 21.
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Tabela 21. Odnos predominantnog tipa tumora i patoloSkog stadijuma bolesti

Predominantni tip

Solidni Acinarni Papilarni  Mikropapilarni Lepidi¢ni Enteri¢ni
Stadijum bolesti

5 5 5 3 4 0
IA (3,4%) (3,4%) (3,4%) (2%) (2,7%) (0%)
IB 10 10 6 2 0 0

(6,8%) (6,8%) (4,1%) (1,4%) (0%) (0%)
A 7 9 6 1 1 0

(4,7%) (6,1%) (4,1%) (0,7%) (0,7%) (0%)
1B 7 11 4 2 2 0

(4,7%) (7,4%) (2,7%) (1,4%) (1,4%) (0%)
A 10 4 2 5 0 1

(6,8%) (2,7%) (1,4%) (3,4%) (0%) (0,7%)
"B 0 1 0 1 0 0

(0%) (0,7%) (0%) (0,7%) (0%) (0%)
\VJ 13 6 2 1 1 1

(8,8%) (4,1%) (1,4%) (0,7%) (0,7%) (0,7%)

Pacijenti sa solidnim predominantnim tipom u 1V stadijumu su predstavljali najbrojniju grupu
pacijenata (8,8%). Ukupno 10 pacijenata (6,8%) je imalo solidno predominantni tip tumora u
okviru IB i 1A stadijuma. Acinarni predominantni tip tumora je bio naj¢es$¢i u IB, 1A i 1B
stadijumu.

Vrednost p=0,204 dobijena pomoc¢u Fisher-ovog testa ukazala je da ne postoji statisticki
znacajna razlika u raspodeli predominantnih tipova tumora po patoloskom stadijumu bolesti.

5.1.8. Prognosticke grupe

S obzirom na prognosticki znacaj, svi adenokarcinomi su bili klasifikovani u tri prognosticke
grupe. Grupa sa dobrom prognozom u kojoj je lepidi¢no predominantni tip koji je u nasem
istrazivanju bio zastupljen u 8/148 slucaja (5,4%). Grupa sa umerenom prognozom u kojoj su
acinarni, papilarno predominantni tip i enteri¢ni je imala 73/148 pacijenata (49,3%). Grupa sa
loSom prognozom u kojoj je mikropapilarno i solidno predominantni je imala 77/148
pacijenata (52%).

5.2. Imunohistohemijska evaluacija proteinske ekspresije HER2 receptora

Rezultati proteinske ekspresije HER2 receptora kod adenokarcinoma plu¢a dobijeni
koris¢enjem HercepTest Dako i Ventana anti-HER2/neu (4B5) prikazani su u Tabeli 22.
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Tabela 22. Proteinska ekspresija HER?2 receptora u zavisnosti od proizvodaca

antitela
Test
HercepTest Dako Ventana anti-HER2/neu (4B5)
Pozitivna ekspresija 11 (7,4%) 4 (2,7%)
Negativna ekspresija 137 (92,6%) 144 (97,3%)

Uvidom u frekvencije pozitivne i negativne proteinske ekspresije HER2 receptora, utvrdili
smo da je pozitivna proteinska ekspresija HER2 receptora kod pacijenata sa
adenokarcinomom pluc¢a bila 7,4% za HercepTest Dako, dok je za Ventana anti-HER2/neu
(4B5) bila 2,7%.

5.2.1. HercepTest Dako

Rezultati odnosa izmedu proteinske ekspresije HER2 receptora utvrdene pomocu HercepTest
Dako i pola prikazani su u Tabeli 23.

Tabela 23. Odnos proteinske ekspresije HER2
receptora za HercepTest Dako i pola

Muskarci Zene
Pozitivna 0 0
ekspresija 8 (5.4%) 3 @)
Negativna 84 (56,8%) 53 (35,8%)
ekspresija

Rezultati odnosa izmedu proteinske ekspresije HER2 receptora utvrdene pomocu HercepTest
Dako i puSackih navika prikazani su u Tabeli 24.

Tabela 24. Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora za
HercepTest Dako i puSackih navika

Pusaci Nepusaci Bivsi pusaci
Pozitivna 0 0 0
ekspresiia 8 (5,4%) 0 (0%) 3 (2%)
Negativna 1 20 306) 8 (5.4%) 25 (16,9%)
ekspresija
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Od ukupnog broja pacijenata sa pozitivnom ekspresijom HER2 receptora utvrdene pomocu
HercepTest Dako, veéinu (8 pacijenata) su predstavljali pusaci, manji deo (3 pacijenta) su bili
bivsi pusaci. U grupi nepusaca nije bilo pozitivne ekspresije HER2 receptora.

Fisher-ovim neparametarskim testom nije utvrdena statisticki znacajna razlika u raspodeli
pozitivne i negativne proteinske ekspresije u odnosu na pusacke navike (p=0,713).

Distribucija proteinske ekspresije HER2 receptora za HercepTest Dako po starosnim
grupama prikazana je u Tabeli 25.

Tabela 25. Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora za HercepTest Dako i starosnih

grupa

Starosne grupe

31 - 4041 - 5051 - 6061 - 7071 - 80

godina godina godina godina godina
Pozitivna ekspresija 0 0 4 ° 2

(0%) (0%) (2,7%) (3,4%) (1,4%)
Negativna ekspresija L 13 53 59 11

(0,7%) (8,8%) (35,8%) (39,9%) (7,4%)

U odnosu na starosne grupe, pozitivna ekspresija HER2 receptora se najcesce javljala kod
pacijenata 61-70 godina starosti (3,4% ukupnog uzorka).

Nije dokazana statisticki znacajna razlika u raspodeli pacijenata sa pozitivhom i negativnom
ekspresijum HER2 receptora podeljenih po starosnim grupama (p vrednost Fisher-ovog testa
je bila 0,562).

Ispitivali smo odnos proteinske ekspresije HER2 receptora utvrdene pomocu HercepTest
Dako prema Kkarakteristikama primarnog tumora (veliCina, infiltracija pleure i okolnih
struktura, patoloski T, N i M deskriptor, stadijum bolesti, predominantni histoloski tip).

Distribucija proteinske ekspresije HER2 receptora utvrdene pomoc¢u HercepTest Dako po
klasama veli¢ine tumora prikazana je u Tabeli 26.

Tabela 26. Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora za HercepTest Dako i
velic¢ine tumora

Klase
| I " v
(0-20mm) (21-30 mm)  (31-50mm) (preko 50 mm)
Poziti K . 0 1 6 4
ozitivna ekspresija (0%) (0.7%) (4,1%) (2.7%)
Negativna ekspresija 15 23 53 46
9 Presia 10.1%6)  (15,5%) (35,8%)  (31,1%)
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Pozitivna proteinska ekspresija HER2 receptora za HercepTest Dako je bila najc¢es¢a kod
klase 111 (31-50mm) tumora.

Nije dobijena statistiCki znaCajna razlika u distribuciji proteinske ekspresije po klasama
veli¢ine tumora (Fisher-ov neparametarski test, p=0,7).

Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora za HercepTest Dako u odnosu na infiltraciju
pleure i infitraciju okolnih struktura prikazani su u Tabelama 27 i 28.

Tabela 27. Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora za HercepTest Dako i
infiltracije pleure

Infiltracija pleure Infiltracija pleure ne postoji
Pozitivna ekspresija 2 (1,4%) 9 (6,1%)
Negativna ekspresija 34 (23%) 103 (69,6%)

Tabela 28. Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora za HercepTest Dako i
infiltracije okolnih struktura

Infiltracija okolnih Infiltracija okolnih

struktura struktura ne postoji
Pozitivna ekspresija 0 (0%) 11 (7,4%)
Negativna ekspresija 8 (5,4%) 129 (87,2%)

Infiltracija pleure je bila prisutna kod 2 od ukupno 11 pacijenta sa pozitivnom ekspresijom
HER2 receptora, dok infiltracija okolnih struktura nije nadena kod pacijenata sa pozitivnom
ekspresijom HER2 receptora.

Odnos izmedu ekspresije HER2 receptora i T deskriptora prikazan je u Tabeli 29.
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Tabela 29. Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora za HercepTest Dako u odnosu na T
deskriptor tumora

T deskriptor
Tla Tlb T2a T2b T3 T4

Pozitivna 1 1 4 2 3 1
ekspresija (0,7%) (0,7%) (2,7%) (1,4%) (2,0%) (0,7%)

Negativna 13 21 42 22 34 13
ekspresija ~ (8,8%) (14,2%)  (28,4%)  (149%)  (23,0%)  (8,8%)

Najveéi broj pacijenata sa pozitivnom ekspresijom HER2 receptora je bio u T2a deskriptoru
(2,7%).

Primenom Fisher-ovog testa dobijena je p vrednost od 0,993, Sto ukazuje da ne postoji

statisticki znacajna razlika u distribuciji ekspresije HER2 receptora u odnosu na T deskriptor.

Odnos izmedu ekspresije HER2 receptora i N deskriptora prikazan je u Tabeli 30.

Tabela 30. Distribucija proteinske ekspresije HER2 receptora za HercepTest Dako u
odnosu na N deskriptor

N deskriptor

Pozitivna ekspresija (6.1%) (1.4%) o) o
Negativna ekspresija 87 29 19 2
’ Presiia () (0.6%)  (12.8%) (1.4%)

Pozitivna proteinska ekspresija HER2 receptora se najcesce javljala kod NO deskriptora (kod
9 pacijenata), dok su u N1 deskriptoru bila 2 pacijenta.

Pimenom Fisher-ovog testa dobijena je vrednost p=0,584, §to ukazuje da ne postoji statisticki
znacajna razlika u distibuciji ekspresije HER2 receptora u odnosu na N deskriptor.

Odnos izmedu ekspresije HER2 receptora i M deskriptora prikazan je u Tabeli 31.
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Tabela 31. Distribucija proteinske ekspresije HER2 receptora za
HercepTest Dako u odnosu na M deskriptor

M deskriptor

MO M1la M1b
Pozitivna ekspresija 11 (7,4%) 0 (0%) 0 (0%)
Negativna ekspresija 113 (76,4%) 3 (2%) 21 (14,2%)

Kada je analiziran M deskriptor, pozitivna proteinska ekspresija HER2 receptora je nadena
samo u MO deskriptoru (11 pacijenata).

Povezanost izmedu ekspresije HER2 receptora i M deskriptora nije utvrdena (p vrednost
Fisher-ovog testa iznosi 0,499).

Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora i stadijuma bolesti prikazan je u Tabeli 32.

Tabela 32. Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora za HercepTest Dako i stadijuma
bolesti

Patoloski stadijum bolesti

1A 1B 1A 1B A 1B v
Pozitivna 2 4 2 1 2 0 0
ekspresija (1,4%) 2,7%)  (1,4%) (0,7%) (1,4%) (0%) (0%)
Negativia 20 24 22 25 20 2 (2146 )

ekspresija (13,5%) (16,2%) (14,9%) (16,9%) (13,5%) (1,4%) %)

U IB stadijumu bolesti, u nasem uzorku se nalazio najveci broj pacijenata sa pozitivnom
ekspresijom HER2 receptora dobijenog pomoc¢u HercepTest Dako (2,7%). Raspodela
pacijenata sa pozitivnom ekspresijom je bila ista kod IA, 1A i 1A stadijuma.

Fisher-ov neparametarski test nije pokazao statisti¢ki zna¢ajnu povezanost izmedu ekspresije
HER?2 receptora i stadijuma bolesti (p=0,543).
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Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora i predominantnog tipa tumora prikazan je u

Tabeli 33.

Tabela 33. Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora za HercepTest i predominantnog tipa

tumora

Predominantni tip

Solidni Acinarni Papilarni Mikropapilarni Lepidi¢ni  Enteri¢ni
Pozitivna 5 4 1 1 0 0
ekspresija (3,4%) (2,7%) (0,7%) (0,7%) (0%) (0%)
Negativna 47 42 24 14 8 2
ekspresija (31,8%) (28,4%) (16,2%) (9,5%) (5,4%) (1,4%)

Prisustvo pozitivne proteinske ekspresije HER2 receptora dobijene pomoc¢u HercepTest Dako

je bilo najcesce kod solidnih (3,4%) i acinarnih (2,7%) tipova tumora.

5.2.2. Ventana anti-HER2/neu (4B5)

Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora analiziran Ventana anti-HER2/neu (4B5)
antitelom i pola prikazan je u Tabeli 34.

Tabela 34. Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora
za Ventana anti-HER2/neu (4B5) i pola

Muskarci Zene
Pozitivna . .
ekspresija 3 (2%) 1(0,7%)
e 89 (60,1%) 55 (37,2%)
ekspresija

Ispitivanjem odnosa proteinske ekspresije HER2 receptora utvrdene pomoc¢u Ventana anti-
HER2/neu (4B5) i pola, pozitivna ekspresija se nalazila kod 3 pacijenta muskog pola i 1
pacijenta Zenskog pola. U preostalih 144 pacijenata (97,3%) proteinska ekspresija je bila

negativna.
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Vrednost p (p=1) dobijena pomoc¢u Fisher-ovog neparametarskog testa je pokazala da ne
postoji statisticki znacajna razlika u raspodeli izmedu polova kad je u pitanju proteinska
ekspresija HER2 receptora.

Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora prema pusackim navikama pacijenata prikazan
je u Tabeli 35.

Tabela 35. Odnos proteinske ekspresije HER?2 receptora za
Ventana anti-HER2/neu (4B5) i puSackih navika

Pusaci Nepusaci Bivsi pusaci
Pozitivna 0 . .
ekspresija 3 (2%) 0 (0%) 1 (0,7%)
Negativna o . .
ekspresija 109 (73,6%) 8 (5,4%) 27 (18,2%)

Od ukupnog broja pacijenata sa pozitivnom ekspresijom HER2 receptora utvrdene pomocu
Ventana anti-HER2/neu (4B5) antitela, 3 pacijenta su bili pusaci, dok je samo jedan pacijent bio
bivsi pusa¢. U grupi nepusaca nije bilo slucajeva pozitivne ekspresije HER2 receptora.

Fisher-ovim neparametarskim testom nije utvrdena statisticki znacajna povezanost izmedu
pozitivne i negativne proteinske ekspresije i pusackih navika (p=0,1).

Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora po starosnim grupama pacijenata prikazan je u
Tabeli 36.

Tabela 36. Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora za Ventana anti-HER2/neu (4B5) i
starosnih grupa

Starosne grupe

31-40 41 - 50 51-60 61-70 71-80
godina godina godina godina godina

Pozitivna ekspresija 0 0 L 2 L
(0%) (0%) (0,7%) (1,4%) (0,7%)

Negativna ekspresija . 13 56 62 12
g presy (0,7%) (8,8%) (37,8%) (41,9%) (8,1%)

U odnosu na starosne grupe, pozitivna ekspresija HER2 receptora je najcesce bila kod
pacijenata 61-70 godina starosti (1,4%).
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Nije dokazana statisticki znacajna razlika u raspodeli pacijenata sa pozitivnom i negativhom
ekspresijom HER2 receptora po starosnim grupama (p vrednost Fisher-ovog testa je bila
0,611).

U studiji je analiziran odnos proteinske ekspresije HER2 receptora za Ventana anti-
HER2/neu (4BS5) prema karakteristikama primarnog tumora (veli¢ina, infiltracija pleure i
okolnih struktura, patoloski T, N i M deskriptor, stadijum bolesti i predominantni histoloski

tip).
Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora i veli¢ine tumora prikazan je u Tabeli 37.

Tabela 37. Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora za Ventana anti-
HER2/neu (4B5) i veli¢ine tumora

Klase
| I Il v
(0-20 mm)  (21-30 mm)  (31-50mm) (preko 50 mm)
. . 0 1 2 1
Pozitivna ekspresija (0%) (0,7%) (1,4%) (0.7%)
Negativna ekspresija 15 23 o7 49
g Prestid 10,100)  (15,5%) (385%)  (33,1%)

Pozitivna proteinska ekspresija HER2 receptora za Ventana anti-HER2/neu (4B5) je bila
najcesca u Klasi 111 (2 pacijenta).

Nije dobijena statisticki znaCajna razlika u raspodeli proteinske ekspresije po klasama
veli¢ine tumora (Fisher-ov neparametarski test, p=0,891).

Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora i infiltracije pleure i infitracije okolnih struktura
prikazan je u Tabeli 38 i 39.

Tabela 38. Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora za Ventana anti-
HER?2/neu (4B5) i infiltracije pleure

Infiltracija pleure Infiltracija pleure ne postoji
Pozitivna ekspresija 1 (0,7%) 3 (2%)
Negativna ekspresija 35 (23,6%) 109 (73,6%)
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Tabela 39. Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora za Ventana anti-
HER?2/neu (4B5) i infiltracije okolnih struktura

Infiltracija okolnih Infiltracija okolnih

struktura struktura ne postoji
Pozitivna ekspresija 0 (0%) 4 (2,7%)
Negativna ekspresija 8 (5,4%) 136 (91,9%)

Kod jednog od ukupno 4 pacijenta sa pozitivnom ekspresijom HER2 receptora je bila nadena
infiltracija pleure. U grupi pacijenata sa infiltracijom okolnih struktura nije nadena pozitivna
ekspresija HER2 receptora.

Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora i T deskriptora tumora prikazan je u Tabeli 40.

Tabela 40. Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora za Ventana anti-HER2/neu (4B5)
u odnosu na T deskriptor tumora
T deskriptor

Tla Tib T2a T2b T3 T4
Pozitivna 0 1 1 1 1 0
ekspresija (0%) (0,7%) (0,7%) (0,7%) (0,7%) (0%)
Negativha 14 21 45 23 36 5

ekspresija (9,5%) (14,2%) (30,4%) (15,5%) (24,3%) (3,4%)

Primenom Fisher-ovog testa nije dobijena statisticki znacajna razlika u distribuciji ekspresije
HER?2 receptora u odnosu na T deskriptor (p=1).

Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora i N deskriptora prikazan je u Tabeli 41.

Tabela 41. Distribucija proteinske ekspresije HER2 receptora za Ventana anti-HER2/neu
(4B5) u odnosu na N deskriptor tumora

N deskriptor

NO N1 N2 N3

g ekcoresiia 3 0 1 0
Pozitivna ekspresija (2%) (0%) (0.7%) (0%)
Negativna ekspresija 93 31 18 2

g Prestia g2 8os) (20,9%) (12,2%) (1,4%)

Pozitivna proteinska ekspresija HER2 receptora je najcesce bila kod pacijenata u NO
deskriptoru (3 pacijenta).
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Nije dobijena statistiCki znacajna povezanost izmedu ekspresije HER2 receptora i N
deskriptora primenom Fisher-ovog testa (p=0,596).

Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora i M deskriptora prikazan je u Tabeli 42.

Tabela 42. Distribucija proteinske ekspresije HER2 receptora Ventana
anti-HER?2/neu (4B5) u odnosu na M deskriptor tumora

M deskriptor

MO M1la M1b
. Lo 4 0 0
Pozitivna ekspresija 2,7%) (0%) (0%)
, Kspresii 3 21
Negativna ekspresija (81,1%) (2%) (14,2%)

Kada su u pitanju udaljene metastaze, pozitivna proteinska ekspresija HER2 receptora je
nadena samo u MO deskriptoru (4 pacijenta).

Nije dobijena statisticki znacajna povezanost izmedu ekspresije HER2 receptora 1 M
deskriptora primenom Fisher-ovog testa (p=1).

Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora i stadijuma bolesti prikazan je u Tabeli 43.

Tabela 43. Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora za Ventana anti-HER2/neu (4B5) u odnosu na
patoloski stadijum bolesti

Patoloski stadijum bolesti

1A IB A 1B A B v
Pozitivna 1 1 0 1 1 0 0
ekspresija (0,7%) (0,7%) (0%) (0,7%) (0,7%) (0%) (0%)
Negativna 21 27 24 25 21 2 24

ekspresija (142%)  (182%)  (162%)  (16,9%)  (14,2%)  (1,4%) (16,2%)

Raspodela broja pacijenata je bila identi¢na u 1A, 1B, 11B i I11A stadijumu (po 1 pacijent).

Primenom Fisher-ovog neparametarskog testa nije dokazana statisticki znacajna povezanost
izmedu ekspresije HER2 receptora i patoloskih stadijuma bolesti (p=0,861).

Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora prema predominantnom histoloskom tipu

tumora prikazan je u Tabeli 44.
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Tabela 44. Odnos proteinske ekspresije HER2 receptora za Ventana anti-HER2/neu (4B5) u
odnosu na predominantni tip tumora
Predominantni tip

Solidni Acinarni Papilarni Mikropapilarni Lepidi¢ni  Enteri¢ni
Pozitivna 1 3 0 0 0 0
ekspresija  (0,7%) (2%) (0%) (0%) (0%) (0%)
Negativha 51 43 25 15 8 2
ekspresija  (34,5%) (29,1%) (16,9%) (10,1%) (5,4%) (1,4%)

Povecana proteinska ekspresija HER2 receptora koja je dobijena pomoc¢u Ventana anti-
HER2/neu (4B5), je nadena kod acinarnih (2%) i solidnih (0,7%) tipova tumora.

5.3. Analiza dobijenih rezultata proteinske ekspresije HER2 receptora dobijene
koriSéenjem HER2 antitela ,,HercepTest Dako“ i ,,Ventana anti-HER2/neu (4B5)“.

Odnos izmedu proteinske ekspresije HER2 receptora dobijene upotrebom HercepTest Dako i
upotrebom Ventana anti-HER2/neu (4B5) antitela prikazan je u Tabeli 45.

Tabela 45. Podudarnost proteinske ekspresije HER2 receptora za HercepTest Dako
i Ventana anti-HER2/neu (4B5)

HercepTest Dako
Pozitivna ekspresija  Negativna ekspresija

>
£ |Pozitivna ekspresija 3 (2%) 1 (0,7%)
AN
o
S w
ST
é‘:) é Negativna ekspresija 8 (5,4%) 136 (91,9%)
@©

Ispitivanjem podudarnosti izmedu dobijenih rezultata povecane tj. pozitivne proteinske
ekspresije HER2 receptora koris¢enjem antitela HercepTest Dako i rezultata dobijenih
koris¢enjem antitela Ventana anti-HER2/neu (4B5) dobijena je podudarnost u 3 slucaja (2%
od ukupnog uzorka). Kada je u pitanju negativha proteinska ekspresija HER2 receptora,
dobijeni rezultati primenom ova dva antitela su identi¢ni u 136 slucajeva (91,9%).

Upotrebom neparametarskog Fisher-ovog testa, dobijena p vrednost (p=0,001), ukazuje na
visoku statisticku povezanost rezultata dobijenih primenom ova dva antitela. Ukupna
podudarnost izmedu ova dva antitela iznosi 93,9%.
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Koeficijent korelacije Phi za nominalne vrednosti iznosio je 0,429 ¢ime je dokazana srednje
jaka korelacija izmedu rezultata dobijenih primenom HercepTest Dako i Ventana anti-
HER2/neu (4B5) antitela.

5.4. Amplifikacija HER2 gena pomo¢u in situ hibridizacije

Prisustvo amplifikacije HER2 gena pomocu in situ hibridizacije (ISH) (Dual IHC HER2
kit;Ventana Medical Systems) testirano je kod svih 148 pacijenata. Amplifikacija je bila
prisutna kod 26 pacijenata. Od toga kod 22 pacijenta je bila prisutna low grade amplifikacija,
dok je kod 4 pacijenta bila prisutna high grade amplifikacija. U¢estalost amplifikacije HER2
gena kod adenokarcinoma je bila 17,6% u citavom uzorku, a od toga je high grade
amplifikacija bila zastupljena kod 2,7%.

Odnos amplifikacije HER2 gena i pola prikazan je u Tabeli 46.

Tabela 46. Odnos amplifikacije HER2 gena pomocu
DISH u odnosu nha pol

Muskarci Zene
Pozitivan . .
HER2 status 14 (9,5%) 12 (8,1%)
ol 78 (52,7%) 44 (29.79%)
HER?2 status ' )

Ispitivanjem odnosa amplifikacije HER2 gena utvrdene pomoc¢u DISH-a i pola, amplifikacija
je bila prisutna kod 14 pacijenta muskog pola i 12 pacijenta zenskog pola. U preostalih 122
pacijenata (82,4%) amplifikacija gena je bila negativna.

Vrednost p (p=0,336) dobijena pomocu y* neparametarskog testa ukazuje da ne postoji
statisti¢ki znacajna razlika u distribuciji polova u odnosu na amplifikaciju HER2 gena.
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Odnos izmedu amplifikacije HER2 gena i puSackih navika pacijenata prikazan je u Tabeli 47.

Tabela 47. Odnos amplifikacije HER2 gena pomocéu DISH u
odnosu na puSacke navike

Pusaci Nepusaci Bivsi pusaci
Pozitivan o . .
HER? status 20 (13:5%)  1(0.7%) 5 (3,4%)
Negativan o . .
HER2 status 22 (62:2%) 7 (4.7%) 23 (15,5%)

Kada su pusacke navike u pitanju, od ukupnog broja pacijenata sa postojanjem amplifikacije
HER2 gena utvrdene pomoc¢u DISH, 20 pacijenata su bili pusaci, 1 pacijent je bio nepusac,
dok su 5 pacijenata bili bivsi pusaci.

Fisher-ovim neparametarskim testom nije utvrdena statisticki znaCajna povezanost izmedu
amplifikacije HER2 gena i pusackih navika (p=1).

Distribucija amplifikacije HER2 gena po starosnim grupama prikazana je u Tabeli 48.

Tabela 48. Odnos amplifikacije HER2 gena pomo¢u DISH u odnosu na starosne grupe
Starosne grupe

31-40 41 -50 51 -60 61-70 71-80
godina godina godina godina godina
. 0 1 8 14 3
Pozitivan HER2 status (0%) (0,7%) (5,4%) (9,5%) (2%)
. 1 12 49 50 10
Negativan HER2 status (0,7%) (8,1%) (33,1%) (33,8%) (6,8%)

U odnosu na starosne grupe amplifikacija HER2 gena je naj¢esce bila prisutna kod pacijenata
iz dve starosne grupe: 51-60 godina (8) i 61-70 godina starosti (14).

Nije dokazana statistiCki znacajna razlika u raspodeli pacijenata sa amplifikacijom HER2
gena po starosnim grupama (p vrednost Fisher-ovog testa je bila 0,615).

Ispitivana je analiza odnosa amplifikacije HER2 gena pomo¢u DISH prema karakteristikama
primarnog tumora (veli¢ina, infiltracija pleure i okolnih struktura, patoloski T, N i M
deskriptor, stadijum bolesti i predominantni histoloski tip).
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Distribucija amplifikacije HER2 gena po klasama veli¢ine tumora prikazana je u Tabeli 49.

Tabela 49. Odnos amplifikacije HER2 gena pomocéu DISH u odnosu na veliéinu

tumora
Klase

| I " v

(0-20 mm)  (21-30 mm)  (31-50mm) (preko 50 mm)
Pozitivan HER2 1 3 10 12
status (0,7%) (2%) (6,8%) (8,1%)
Negativan HER2 14 21 49 38
status (9,5%) (14,2%) (33,1%) (25,7%)

Pozitivan status za amplifikaciju HER2 gena se najcesce javljao u okviru klase 1V (veli¢ina
tumora preko 50 mm).

Nema statisticki znacajne razlike u raspodeli amplifikacije HER2 gena utvrdene pomocéu
DISH po klasama veli¢ine tumora (Fisher-ov neparametarski test, p=0,452).

Rezultati ispitivanja infiltracije pleure i okolnih strultura kod amplifikacie HER2 gena
pomoc¢u DISH prikazani su u Tabelama 50 i 51.

Tabela 50. Odnos amplifikacije HER2 gena pomocéu DISH i infiltracije pleure

Infiltracija pleure Infiltracija pleure ne postoji
Pozitivan HER2 status 6 (4,1%) 20 (13,5%)
Negativan HER?2 status 30 (20,3%) 92 (62,2%)

Tabela 51. Odnos amplifikacije HER2 gena pomocu DISH i infiltracije okolnih

struktura
Infiltracija okolnih Infiltracija okolnih
struktura struktura ne postoji
Pozitivan HER2 status 1 (0,7%) 25 (16,9%)
Negativan HER2 status 7 (4,7%) 115 (77,7%)

Kod 6 od ukupno 25 pacijenata sa amplifikacijom HER2 gena je postojala infiltracija pleure,

dok je kod samo jednog pacijenta postojala infiltracija okolnih struktura.
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Odnos amplifikacije HER2 gena i T deskriptora tumora prikazan je u Tabeli 52.

Tabela 52. Odnos amplifikacije HER2 gena i T deskriptora tumora

T deskriptor

Tla T1b T2a T2b T3 T4
Pozitivan 2 3 7 6 7 0
HER?2 status (1,4%) (2%) (4,7%) (4,1%) (4,7%) (0%)
Negativan 12 19 36 18 30 5

HER2 status  (8,1%) (12,8%)  (24,3%)  (122%)  (20,3%)  (3,4%)

Amplifikacija HER2 gena je bila najées¢a u T2a deskriptoru (7), T3 (7) i T2b deskriptoru (6).

Primenom Fisher-ovog testa nije nadena statisticki znac¢ajna povezanost amplifikacije HER2
gena i T deskriptora (p=0,832).

Odnos amplifikacije HER2 gena i N deskriptora tumora prikazan je u Tabeli 53.

Tabela 53. Odnos amplifikacije HER2 gena i N deskriptora tumora

N deskriptor

NO N1 N2 N3
Pozitivan 17 6 2 1
HER?2 status (11,5%) (4,1%) (1,4%) (0,7%)
Negativan 79 25 17 1
HER?2 status (53,4%) (16,9%) (11,5%) (0,7%)

Amplifikacija HER2 gena je najces¢e bila u NO deskriptoru (17 pacijenata). U N1 i N2
deskriptoru se nalazilo ukupno 8 pacijenata.

Upotrebom Fisher-ovog testa nije dobijena statistiCki znaajna povezanost izmedu
amplifikacije HER2 gena i N deskriptora (p=0,48).
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Odnos amplifikacije HER2 gena i M deskriptora prikazan je u Tabeli 54.

Tabela 54. Odnos amplifikacije HER2 gena i M deskriptora tumora

M deskriptor

MO Mla M1b
Pozitivan 23 1 2
HER?2 status (15,5%) (0,7%) (1,4%)
Negativan 101 2 19
HER?2 status (68,2%) (1,4%) (12,8%)

Amplifikacija HER2 gena je bila najc¢esc¢a kod pacijenata u MO deskriptoru (15,5%).

Analizom podataka nije dobijena statisti¢ki znacajna povezanost izmedu amplifikacije HER2
gena i M deskriptora (p vrednost Fisher-ovog testa iznosi 0,393).

Odnos amplifikacije HER2 gena i stadijuma bolesti prikazan je u Tabeli 55.

Tabela 55. Odnos amplifikacije HER2 gena u odnosu ha stadijum bolesti

Stadijum bolesti

1A IB A B A B WY,
Pozitivan 3 7 3 5 4 1 3
HER2 status (205 (4,7%) (2%) (3,4%)  (2,7%) (0,7%) (2%)
Negativan 19 21 21 21 18 1 21

HERZ status  (12.80%) (14,2%)  (14,2%) (14,2%)  (12,2%) (0,7%) (14,2%)

Najveci broj pacijenata sa amplifikacijom HER2 gena bio je u IB stadijumu (7 pacijenata),
zatim u 11B stadijumu (5 pacijenata) i I11A stadijumu (4 pacijenta).

Primenom Fisher-ovog neparametarskog testa nije dobijena statisticki znacajna povezanost
izmedu genske amplifikacije i stadijuma bolesti (p=0,684).

Odnos izmedu amplifikacije HER2 gena i predominantnog histoloskog tipa tumora prikazan
je u Tabeli 56.
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Tabela 56. _Odnos amplifikacije HER2 gena u odnosu na predominantni tip tumora
Predominantni tip

Solidni Acinarni  Papilarni Mikropapilarni  Lepidi¢ni  Enteri¢ni
Pozitivan 11 7 6 2 0 0
HER2 status (7,4%) (4,7%) (4,1%) (1,4%) (0%) (0%)
Negativan 41 39 19 13 8 2
HER2 status (27,7%) (26,4%) (12,8%) (8,8%) (5,4%) (1,4%)

Prisustvo HER2 genske amplifikacije je bilo naj¢esée kod solidnog (7,4%), acinarnog (4,7%)
i papilarnog (4,1%) tipa tumora.

5.4.1. Amplifikacija HER2 gena kod uzoraka kod kojih je povecana proteinska
ekspresija HER2 receptora dobijena koriS¢enjem HercepTest Dako.

Odnos izmedu proteinske ekspresije HER2 receptora dobijene upotrebom HercepTest Dako i
amplifikacije HER2 gena prikazan je u Tabeli 57.

Tabela 57. Podudarnost proteinske ekspresije HER2 receptora za HercepTest Dako
i amplifikacije HER?2 gena pomocéu DISH
HercepTest Dako

Pozitivna ekspresija  Negativna ekspresija

N
o
e1 Pozitivan . .
T |HER? status 10 (6,8%) 16 (10,8%)
O
T

Negativan . .
T _ |HER2 status 1(0.7%) 121 (81,8%)
N

Pozitivan status HER2 genske amplifikacije se podudarao sa pozitivnom proteinskom
ekspresijom HER2 receptora dobijenog pomocu HercepTest Dako kod 10 (6,8%) pacijenata u
ukupnom uzorku. S druge strane negativan status HER2 genske amplifikacije se slagao kod
121 (81,8%) pacijenta koji su imali negativnu ekspresiju HER2 receptora.
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Primenom Fisher-ovog neparametarskog testa utvrdena je statistiCki znaCajna povezanost
amplifikacije utvrdene pomocu DISH i ekspresije HER2 receptora dobijene uz pomo¢
HercepTest Dako (p<0,001).

Vrednost koeficijenta Phi ukazuje na jaku povezanost rezultata dobijenih pomocu ova dva
testa (Phi=0,546).

5.4.2. Amplifikacija HER2 gena kod uzoraka kod kojih je povecana proteinska
ekspresija HER2 receptora dobijena koriS¢enjem Ventana anti-HER2/neu (4B5)
antitela.

Odnos izmedu proteinske ekspresije HER2 receptora upotrebom Ventana anti-HER2/neu
(4B5) antitela i amplifikacije HER2 gena prikazan je u Tabeli 58.

Tabela 58. Podudarnost proteinske ekspresije HER2 receptora za Ventana anti-
HER?2/neu (4B5) i amplifikacije HER2 gena pomoéu DISH
Ventana anti-HER2/neu (4B5)

Pozitivna ekspresija  Negativna ekspresija

N
o
=2 Pozitivan . .
T |HER? status 3 (2%) 23 (15,5%)
O
L

Negativan . .
T _ |HER2 status 1(0.7%) 121 (81,8%)
N

Prisustvo HER2 genske amplifikacije i pozitivhne proteinske ekspresije HER2 receptora
dobijene pomoc¢u Ventana anti-HER2/neu (4B5) u nasem uzorku nadeno je kod 3 pacijenta
(2% ukupnog uzorka). Negativan status HER2 genske amplifikacije i negativna ekspresija
HER2 receptora su nadeni kod 81,8% pacijenata iz ukupnog uzorka.

Fisher-ov neparametarski test je ukazao na znacajnu povezanost amplifikacije i proteinske
ekspresije dobijene uz pomo¢ Ventana anti-HER2/neu (4B5) antitela (p=0,017).

Vrednost koeficijenta Phi ukazuje na malu povezanost rezultata dobijenih pomocu ova dva
testa (Phi=0,252).
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5.5. Analiza amplifikacije HER2 gena kod pacijenata sa poveéanom proteinskom
ekspresijom HER?2 receptora ocenjenom sa 2+ i 3+ primenom ,,Hercep Test Dako* i
»ventana anti-HER2/neu (4B5)“.

Podudarnost rezultata pozitivne proteinske ekspresije HER2 receptora za HercepTest Dako,
amplifikacije HER2 gena i pozitivne proteinske ekspresije za Ventana anti-HER2/neu (4B5)
antitela prikazana je u Tabeli 59.

Tabela 59. Podudarnost proteinske ekspresije HER2 receptora za HercepTest Dako
i amplifikacije HER?2 gena pomocéu DISH
( Ventana anti-HER?2/neu (4B5) = pozitivna ekspresija)
HercepTest Dako

Pozitivna ekspresija  Negativna ekspresija

(V]

o

T Pozitivan 0 9

T HER?2 status 3 (15%) 0%
O

L

= Negativan 0 (0%) 1 (25%)
._g - HER?2 status

o<

Podudaranje pozitivne ekspresije HER2 receptora utvrdene pomoc¢u HercepTest Dako i
pozitivne amplifikacije HER2 gena utvrdene pomoc¢u DISH je bilo kod 3 pacijenta sa
pozitivnom ekspresijom utvrdenom pomoc¢u Ventana anti-HER2/neu (4B5), Sto predstavlja
samo 2% od ukupnog uzorka .

Podudarnost rezultata negativne proteinske ekspresije HER2 receptora za HercepTest

Dako, odsustva amplifikacije HER2 gena i negativne proteinske ekspresije za Ventana anti-
HER2/neu (4B5) antitela prikazana je u Tabeli 60.
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Tabela 60. Podudarnost proteinske ekspresije HER?2 receptora za HercepTest Dako
i amplifikacije HER?2 gena pomocéu DISH
(Ventana anti-HER2/neu (4B5) = negativna ekspresija)
HercepTest Dako

Pozitivna ekspresija  Negativna ekspresija

AN
e
L Pozitivan . 16 (11,1%)
T | HER2 status 7 (4.9%)
O
T

Negativan . .
T _ |HER2 status 1(0,7%) 120 (83,3%)
N

Podudaranje negativne ekspresije HER2 receptora utvrdene pomocu HercepTest Dako i
negativne amplifikacije HER2 gena utvrdene pomoc¢u DISH je bilo kod 120 pacijenata sa
negativnom ekspresijom utvrdenom pomocu Ventana anti-HER2/neu (4B5), §to predstavlja
81,1% od ukupnog uzorka.

S obzirom na dobijene pozitivne i negativne rezultate dobijene primenom sva tri testa
mozemo zaklju€iti da ¢e se dobiti identicni rezultatiu 83,1% slucajeva.
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6. DISKUSIJA

U svetu, karcinom pluc¢a je najce$¢i maligni tumor i vodeci uzrok smrti od karcinoma
proteklih nekoliko decenija. U 2012. godini procenjeno je ukupno 1,8 miliona novih
slucajeva, Sto predstavlja 12,9% svih novootkrivenih karcinoma (9). Apsolutna i relativna
ucestalost karcinoma pluca dramati¢no je rasla. Od 1953. godine karcinom pluca postao je

...

uzrok smrtnih slucajeva kod zena (249).

U SAD karcinom pluca se javlja u oko 234.000 pacijenata i uzrokuje preko 154.000 smrtnih
sluéajeva godisnje (250). Incidencu karcinoma pluca u SAD karakteriSu i znacajane razlike u
rasnoj distribuciji, pri ¢emu africki muskarci imaju oko 50% vecu incidencu nego belci.
Uprkos zna¢ajnom smanjenju puSenja tokom poslednjih 50 godina karcinom pluéa je i dalje
glavni uzrok smrti od karcinoma u SAD, ¢inec¢i oko 27,4% svih smrtnih slu¢ajeva od
karcinoma (251). Gotovo polovina (49%) svih sluCajeva Karcinoma pluca se javlja u
zemljama koje su sa srednjim i niskim indeksom razvoja (9). Od 1960-ih prijavljuje se
znacajno smanjenje incidence karcinoma plu¢a u SAD (252), pri cemu se trendovi u velikoj
meri razlikuju u zavisnosti od histoloskog tipa. Incidenca adenokarcinoma je u porastu, dok
se incidenca drugih histoloskih tipova (skvamoznih, malih 1 velikih ¢elija) smanjuje (16, 253,
254). To je rezultiralo kontinuiranim rastom u procentu adenokarcinoma pluca (40%), koji je
sada najcesce dijagnostikovani histoloski tip kod oba pola (255, 256). Od 2004/2005. godine
povecanje stepena incidence skvamoznih karcinoma i adenokarcinoma, posebno kod belaca,
moze se pripisati istovremenom smanjenju incidence karcinoma klasifikovanog kao "drugi
nesitnocelijski karcinomi plu¢a" i uvodenjem nove histoloSke klasifikacije (16, 253,257,
258).

Od 80-ih godina proslog veka zabeleZen je pad incidence skvamoznog karcinoma pluca,
nakon smanjenja potros$nje duvana po glavi stanovnika. Trend pada incidence je uocen nakon
16 godina od promena pusackih navika. U istom periodu, tokom poslednjih nekoliko
decenija, zabeleZzeno je kontinuirano povecanje stepena incidence adenokarcinoma pluca
(2259, 260). Devesa i sarad. (16) su objavili 1997. god. povecanje incidence
adenokarcinoma u skoro svim delovima sveta sa poveéanjem broja obolelih muskaraca od
50% u mnogim delovima Evrope.

Razlika u procentualnoj zastupljenosti pojedinih histoloskih tipova sa porastom incidence
adenokarcinoma plu¢a objasnjava se promenama u duvanskoj industriji i pusackim navikama
poslednjih decenija. Povecan trend adenokarcinoma je uglavnom zbog upotrebe cigareta sa
niskom tarifom. Upotrebom cigareta sa filterima omogucava se duboko udisanje duvanskog
dima i oslobadanje vece koncentracije nitrozamina u odnosu na ranije koris¢ene cigarete bez
filtera. Inhalacijom se dopremaju duvanski kancerogeni distalno prema bronhoalveolarnoj
junkciji gde najces¢e nastaju adenokarcinomi. Alternativna hipoteza za povecanje trenda
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adenokarcinoma je zagadenje vazduha koje proizilazi iz industrijalizacije i urbanizacije (254,
261).

Adenokarcinom plu¢a je najéesce heterogen sa meSovitom slikom razli¢itih histoloskih
obrazaca rasta i klasifikuje sa kao “mesSoviti tip”. lako histoloske katrakteristike i ekspresija
odredenih markera i dalje predstavlja osnovu patoloske dijagnoze, napredak u tehnologijama
sekvenciranja doveo je do razumevanja tumorske heterogenosti i podele adenokarcinoma
plu¢a u molekularne podtipove prema klasifikaciji zasnovanoj na takozvanim * driver
mutations ”. Ove mutacije predstavljaju molekularne promene neophodne za inicijaciju i rast
tumora. Cesto se detektuju u genima koji kontrolosu proliferaciju i prezivljavanje éelija (262,
263). Otkrivanje mutiranin onkogena, koji kodiraju sintezu onkoproteina i aktivaciju
signalnih puteva koji dovode do proliferacije celija i na taj nacin promoviSu rast tumora,
dovelo je do razvoja manje toksi¢nih i efikasnijih lekova za lecenje obolelih od karcinoma
pluca. Napredak u razumevanju molekularnih puteva koji dovode do progresije tumora
omogucava uvodenje ciljane terapije u leCenju adenokarcinoma pluc¢a. Otkrice mutiranog
onkogena 1 njegove uloge u predvidanju odgovora na ciljanu terapiju promenio je nacin
pristupa dijagnozi i leCenju pluénih adenokarcinoma. lzbor odgovarajuceg terapijskog
pristupa sada je zasnovan na detaljnoj analizi histoloskih karakteristika, genetskih (mutacija)
promena i odredivanje tumorskog profila za svakog pacijenta pojedina¢no.

Nase istrazivanje je bilo retrospektivnog i prospektivnog karaktera i obuhvatilo je 148
bolesnika koji su prvi put operisani, bez prethodne radio i/ili hemioterapije sa
patohistoloSkom dijagnozom invazivnog adenokarcinoma. Broj ispitanika u studijama koje su
analizirale proteinsku ekspresiju HER2 receptora i amplifikaciju HER2 gena kod
adenokarcinoma pluc¢a u periodu od 2008. do 2017. god. je bio razli¢it i kretao se od 20 do
1055 bolesnika (203, 264).

Analizom ispitanika u ovoj studiji uoCava se da su adenokarcinomi pluca ces¢i kod
muskaraca (62,2%) nego kod Zena (37,8%). Sli¢ne rezultate su objavili i drugi autori (265,
266). Warth i sarad. su 2015. god. u kohorti od 674 bolesnika analizirali klinicko-patoloske
karakteristike adenokarcinoma plu¢a. U ovom istrazivanju je bilo 58,2% muskaraca i 41,8%
zena (265). Novija istrazivanja beleze sve veéi broj obolelih Zena od adenokarcinoma pluéa,
ali i dalje je u ukupnoj svetskoj populaciji ovo oboljenje ¢es¢e medu muskarcima.

Prosecna starost svih 148 ispitanika u nasem uzorku je bila 60,8 godina, najmladi ispitanik je
imao 32 godine a najstariji 79 godina. Najveci broj ispitanika je bio zastupljen u starosnim
grupama 51-60 godina (38,5%) i 61-70 godina starosti (43,2%). U svim starosnim grupama
muskarci predstavljaju najveci procenat obolelih od adenokarcinoma plu¢a osim u starosnoj
grupi 41-50 godina, gde je procenat muskaraca (2,7%) manji od procenta Zena (6,1%). U
okviru starosnih grupa 51-60 godina i 61-70 godina, 54,1% adenokarcinoma se javljalo kod
muskaraca, dok kod Zena ovaj procenat je iznosio 27,7%. Rezultati nase studije su sli¢ini sa
rezultatima drugih autora, gde se prosecna starost ispitanika sa karcinomom plu¢a kretala od
60 do 65,9 godina, sa rasponom od 23 do 89 godina starosti (203, 267). I u nasoj studiji i u
svetu, karcinomi plu¢a su najceséi u kasnijem zivotnom dobu, 25% u periodu od 55 do 64
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godine, a 55% kod starijih od 65 godina (268). Morgenszter i sarad. su 2010. godine
analizirali distribuciju karcinoma plu¢a po starosnim grupama u periodu od 1998. do 2006.
godine za svaku godinu pojedinac¢no. Najveéi broj obolelih u svakoj godini je bio u starosnoj
dobi od 51-70 godina i u starosnoj dobi preko 70 godina sa ucestalos¢u od 44,9% do 49%
(269).

Pusenje je jedan od najvaznijih faktora rizika za nastanak karcinoma plu¢a. Rizik za
nastanak karcinoma pluca je proporcionalan koli¢ini potro$nje cigareta, a faktori kao §to je
broj popusenih cigareta po danu, duzina pusackog staza, stepen inhalacije, koli¢ina katrana i
nikotina u cigaretama, upotreba cigareta bez filtera, su vazni u proceni rizika (270, 271). U
nasem istrazivanju aktivnih pusaca je bilo 112 (75,7%), Sto je znatno ¢e$¢e U 0dnosu na
podatke drugih autora: 27,1% (267), 35,5% (272) i 57,7% (203). Poposka i sarad. su na
uzorku od 127 pacijenata obolelih od karcinoma pluc¢a objavili da je zastupljenost puSaca bila
80,1% (264), sto je sli¢no nasim rezultatima. Broj bivsih pusaca u nasem istrazivanju je bio
28 (18,9%) sto je manje u odnosu na publikovane podatke 27,1% (273), 46,15% ( 267). U
nasem istrazivanju 8 pacijenata (5,4%) nije pusilo, §to je manje nego u objavljenim podacima
drugih studija 15,8% (273) i 42,6% (203). Rezultati naseg istrazivanja su pokazali da je
procenat aktivnih puSaca bio najvisi kod pacijenata oba pola, procentualno veéi kod
muskaraca 46,6% u odnosu na zene 29,1% od ukupnog uzorka. Procenat nepusaca je bio
podjednako zastupljen kod oba pola. Sto se ti¢e biviih pusaca utvrden je veéi procenat kod
muskaraca (12,8%) u odnosu na zene (6,1%). Vrednost p (p=0,636) dobijena Fiserovim
testom je pokazala da ne postoji statisticki znacajna razlika u pusackim navikama izmedu
muskaraca i zena. Nagy-Mignotte i sarad. su u analizi pusackih navika kod pacijenata sa
primarnim adenokarcinomom plu¢a objavili da je procenat aktivnih puSaca najvisi kod oba
pola kao i u naSem istrazivanju. Kod aktivnih pusaca i biv§ih puSaca je bio veci procenat
muskaraca u odnosu na Zene $to se slaze sa naSim rezultatima. Kod nepuSaca je bio veci
procenat Zena, a u naSoj studiji su nepusaci bili podjednako zastupljeni kod oba pola (273).

Nakon makroskopske evaluacije merena je veli¢ina tumora izrazena u milimetrima. Prosec¢na
veli¢ina tumora je iznosila 48,2+26,4 mm, od kojih je najmanji bio 9 mm, dok je naveci bio
150 mm. Tumori su podeljeni u 4 klase prema njihovoj veli¢ini: I (0-20 mm), Il (21-30 mm),
11 (31-50mm) i IV (preko 50 mm). Gledano u odnosu ha sve pacijente, najzastupljenija
veli¢ina tumora je bila u klasi 111, dok je najmanje bila zastupljena klasa I. Kod muskaraca i
zena pojedina¢no je takode bila najzastupljenija 111 klasa. Vrednost p (p=0,410) dobijena
pomocu y? testa, pokazala je da nema statisticki znaajne razlike u veli¢ini tumora medu
polovima, posmatrano po definisanim klasama veli¢ine tumora. Nasi rezultati se ne razlikuju
od dugih autora gde je najzastupljenija veli¢ina tumora u Klasi od 31-50 mm i kod muskaraca
i kod zena (274-276).

Ispitivanjem infiltracije visceralne pleure kod bolesnika u nasem uzorku, u 24,3% je
potvrdena infiltracija, dok kod 75,7% infiltracija nije nadena. Najveca zastupljenost
infiltracije pleure se javljala u Kklasi veli¢ine tumora IV (preko 50 mm). Nasi podaci ne
odstupaju od rezultata drugih studija, gde je infiltracija potvrdena kod 25,6% (277) i 25,5%
(278) adenokarcinoma pluca, pri cemu je najveca zastupljenost od 33% kod tumora vecih od

91



Doktorska disertacija Dr Mirjana Miladinovi¢

50 mm (278). Jos 1958. godine, Brever i sarad. su prepoznali pleuralnu invaziju kod
karcinoma pluca kao faktor lose prognoze (279). Osim invazije zida grudnog kosSa i
medijastinalne pleure, visceralna pleuralna invazija je prepoznata sredinom sedamdesetih
godina proslog veka kao specifican entitet u TNM Kklasifikaciji koja je do sada ostala
nepromenjena: tumor bilo koje veli¢ine koji zahvata visceralnu pleuru se klasifikuje kao T2
(280).

Kada je zastupljenost infiltracije okolnih struktura u pitanju, kod 5,4% je bila prisutna
infiltracija, dok kod 94,6% pacijenata infiltracija nije nadena. Okolne strukture koje su bile
infiltrovane u nasem istrazivanju su bila: rebra, medurebarni prostori i meka tkiva zida
grudnog koSa. Najveca zastupljenost infiltracije okolnih struktura se javljala kod klase 1V
(preko 50 mm). Rezultati nase studije su identi¢ni sa podacima drugih studija koje navode
ucestalost od 5% infiltracije okolnih struktura kod primarnih karcinoma plu¢a (281). Prema
najnovijoj TNM klasifikaciji, tumori pluca koji infiltriSu okolne strukture su klasifikovani
kao T3 i predstavljaju oko 45% svih T3 plué¢nih karcinoma. Karcinomi pluca sa infiltracijom
okolnih struktura su lokalno uznapredovali tumori kod kojih je najvazniji prognosticki faktor
odsustvo metastaza u limfnim ¢vorovima. Prose¢na 5-godiSnja stopa prezivljavanja pT3NO
pacijenata je oko 50% (282).

Patoloska TNM klasifikacija i stadijum bolesti je odreden kod svih pacijenata koriste¢i sedmu
reviziju TNM Kklasifikacije karcinoma plu¢a (117, 118). Medu T deskriptorima,
najzastupljeniji je bio pT2 (47,2%), pri ¢emu je dvostruko vise ispitanika bilo u pT2a (31%)
deskriptoru u odnosu na pT2b (16,2%). Drugi po ucestalosti je pT3 koji je bio zastupljen u
25% ispitanika. Prema literalnim navodima najzastupljeniji patoloski T deskriptor je pT2
45% (283), 53,2% (206), 60,2% (265) kao i kod nasih pacijenata, dok je drugi po ucestalosti
pT1 20,5% (265), 28,5% (206), 42% (283) i 57% (284). U nasoj studiji drugi po ucestalosti je
bio pT3 deskriptor.

Kod najveteg broja pacijenata (64,9%) nismo nasli metastaze u regionalnim limfnim
¢vorovima. Najveéi broj pacijenata i to 20,9% je bio u N1 deskriptoru prosirenosti tumora,
dok najmanji broj (1,4%) je bio u N3 deskriptoru. Prema navodima drugih autora, najveci
broj operisanih pacijenata sa primarnim adenokarcinomom plu¢a je bez metastaza U
regionalnim limfnim ¢vorovima 65,4% (285), 70,6% (283). Pacijenti sa patohistoloski
dokazanim metastazama adenokarcinoma pluéa u regionalnim limfnim ¢vorovima su u
najve¢em procentu u N1 deskriptoru (19%) (283), a najmanji procenat pacijenata je u N3
deskriptoru (3,2%) (206). Nasi rezultati ne odstupaju od rezultata drugih autora Kkoji se
odnose na procenu N statusa kod adenokarcinoma pluca.

Vecina pacijenata iz naSeg uzorka, tj. 124 pacijenta, nisu imala udaljene metastaze. Metastaze
su bile prisutne u 16,2%, od toga 2% pacijenata je bilo u Mla deskriptoru tumora, dok je
14,2% pacijenata bilo u M1b deskriptoru. Udaljene metastaze kod na$ih pacijenata su nadene
u velikom mozgu, plu¢ima, malom mozgu, kostima, nadbubreznoj zlezdi, jetri i potkoznom
tkivu. Najcesca lokalizacija udaljenih metastaza u nasoj studiji je bila veliki mozak. Priblizno
kod 30-40% pacijenata sa NSCLC u vreme dijagnoze ima proSirenu, metastatsku bolest
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(286), znatno veci procenat nego u naSoj studiji. Najéesce lokalizacije metastaza su kosti,
pluca, centralni nervni sistem, jetra i nadbubrezna Zlezda (286, 287). Tamura i sarad. (288)
su u studiji koja je obuhvatila 1542 pacijenta sa NSCLC, kod 729 (47.3%) pacijenata
registrovali udaljene metastaze. NajceSca lokalizacija metastaza su bile kosti, zatim pluca,
mozak, nadbubrezne Zlezde i jetra. Sorensen i sarad. (289) su dokazali da pacijenti sa
NSCLC sa metastazama u mozgu imaju losije prezivljavanje u poredenju sa pacijentima bez
metastaza u mozdanom parenhimu. Ove rezultate su kasnije potvrdili i drugi autori (195, 290,
291). Incidenca metastaza u mozgu kod karcinoma pluc¢a se povecava zahvaljujuci boljem
tretmanu i duzem prezivljavanju pacijenata, kao i zahvaljujuci boljim tehnikama snimanja i
detekciji promena u centralnom nervnom sistemu (288).

Rezultati naseg istrazivanja su pokazali da je najzastupljeniji stadijum u ukupnom uzorku bio
IB (18,9%), s tim da je kod musSkaraca najc¢es¢i bio 1B (14,9%), a kod Zena IA stadijum
(10,1%). Najmanje pacijenata u ukupnom uzorku je bilo u B stadijumu (1,4%) i svi
pacijenti su bili muskarci. Vrednost p (p=0,003) dobijena »* neparametarskim testom je
pokazala statisticki zna¢ajnu razliku u distribuciji stadijuma bolesti prema polu. Warth je u
analizi 487 ispitanika objavio sli¢ne rezultate. Najzastupljeniji stadijumi u njegovoj studiji su
bili 1A (31%) i IB (28,1%), dok je najmanje pacijenata bilo u I11B (2,3%) stadijumu (292).
Rezultati drugih autora ukazuju da je najveci broj pacijenata u 1A (51,44%) i IB (37%)
stadijumu, dok je najmanje zastupljen 111B (0,41%) stadijum. Ovi podaci sugeriSu na porast
frekvence malih tumora u stadijumu IA 1 IB, §to je najverovatnije rezultat sve vece upotrebe
CT skeniranja i slu¢ajnog nalaza pluénih lezija (267, 293).

Uzorci tumorskog tkiva svih 148 pacijenta su klasifikovani primenom IASLC/ATC/ERS
kriterijuma. Semikvantitavno je odredena svaka komponenta invazivnog karcinoma koja je
bila zastupljena u > 5% tumorskog tkiva, a zatim je definisan predominantni tip koji je u
adenokarcinoma je bio solidni (35,1%), zatim acinarni (31,1%) i papilarni tip (16,9%), dok su
u manjem procentu bili zastupljeni mikropapilarni (10,1%) i lepidi¢ni tip (5,4%). Enteri¢na
varijanta adenokarcinoma je nadena kod 2 pacijenta (1,4%). Distribucija predominantnih
tipova kod adenokarcinoma pluéa se razlikuje od studije do studije. U vecini studija
najfrekventniji su predominantno acinarni i solidni tip sa neSto ¢eS¢om pojavom acinarnog u
odnosu na solidni tip 48% prema 17,8 % (285), 42,5% prema 37,6% (292), 39,2% prema
33,5%(265), 40% prema 27% (294). Na tre¢em mestu po ucestalosti nalazi se papilarni tip sa
12,8% (285), 14,1% (265), 16,5% (294), dok su u manjem procentu zastupljeni
mikropapilarni tip 9,3% (285), 8% (265), 6,8% (292), 5,7% (294) i lepidi¢ni tip 8,4% (292),
7,5% (285), 5,2% (265), 3,9% (294). Ovi podaci ne odstupaju od rezultata nase studije.
Procentulna zastupljenost predominantnih tipova je sli¢na, jedina razlika je u tome da je u
nasoj studiji solidni tip neznatno procentualno viSe zastupljen u odnosu na acinarni tip.
Suprotno nasim rezultatima Zhang je u analizi 176 pacijenata dobio drugaciju distribuciju
predominantnih tipova. Najvise pacijenata imalo je papilarno predominantni tip (40,1%),
zatim acinarni tip (22,7%), lepidi¢ni tip (8%), solidni tip (6,8%) i mikropapilarni tip (5,7%),
dok su druge varijante adenokarcinoma bile zastupljenje u 3,4% (295).
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Analizirajuci povezanost predominantnog tipa sa klinickim karakteristikama pacijenata uocili
smo da su u dva najfrekventnija predominantna tipa (solidni i acinarni) muskarci zastupljeni
u veéem procentu u odnosu na Zene, pri ¢emu je vrednost p (p=0,965) dobijena Fisher-ovim
neparametarskim testom dokazala da ne postoji statisticki znacajna razlika u raspodeli
predominantnih tipova prema polu. Nasi podaci su sli¢ni sa objavljenim rezultatima, gde su
muskarci u nesto ve¢em procentu zastupljeni i u solidnom i u acinarno predominantnom tipu
adenokarcinoma (296).

Analizom povezanosti predominantnog tipa sa starosnim grupama nasli smo da je ucestalost
predominantnog tipa tumora u odnosu na starosnu dob ujednacena (p=0,131). Najveca
zastupljenost solidnog i acinarnog tipa (15,5% svaka pojedina¢no) je nadena u starosnoj
grupi 51-60 godina. Najmanja prosecna starost (60 godina) je uocena kod enteri¢nog tipa,
dok je najveéa proseCna starost (63,3 godina) uocena kod lepidicnog tipa. U dva
najzastupljenija tipa tumora (solidni 1 acinarni) prosecna starost je bila slicna (60,1 1 60,3
godina). Rezultati Two-way ANOVA testa su pokazali da ne postoji statistiCki znacajna
razlika u prosecnoj starosti muskaraca i Zena u odnosu na predominantni tip adenokarcinoma
(p=0,108), sto je potvrdeno i u drugim studijama (297, 298).

Ispitujuc¢i odnos predominantnog tipa i puSackih navika, u nasoj studiji je uoc¢eno da su kod
najveceg broja puSaca najceS¢i solidni i1 acinarni tipovi adenokarcinoma (69,6%). Isti
predominantni tipovi (solidni i acinarni) su takode bili najées¢i kod bivsih pusaca (60,7%).
Kod nepusaca svi predominantni tipovi su bili prisutni u podjednakom broju. Da postoji
statistiCki znaCajna razlika u raspodeli predominantnih tipova adenokarcinoma prema
pusackim navikama dokazali smo Fisher-ovim neparametarskim testom (p=0,041). Nasi
rezultati su saglasni sa rezultatima drugih autora (296, 297, 299).

Analiziraju¢i povezanost predominantnog tipa sa karakteristikama primarnog tumora
(prose¢na veli¢ina, veli¢ina tumora podeljena po klasama, infiltracija pleure i okolnih
struktura, patoloski T, N i M deskriptor i stadijum bolesti) dobili smo sledece rezultate.
Najmanja prosecna veli¢ina tumora nadena je kod papilarno predominantnog tipa (39,6 mm;
u rasponu od 15 mm do 80 mm). Nesto vece prosecne veli¢ine tumora evidentirane su kod
solidnog (49,9 mm; u rasponu od 12 mm do 150 mm), acinarnog (47,8 mm; u rasponu od 9
mm do 140 mm) i enteri¢nog (48,5 mm; u rasponu od 25 mm do 72 mm) tipa, dok su se
najvece vrednosti mogle uociti kod lepidi¢nog (52,4 mm; u rasponu od 15 mm do 120 mm) i
mikropapilarnog (55,8 mm; u rasponu od 12 mm do 140 mm) tipa. Nasi rezultati se slazu sa
rezultatima drugih studija kod kojih mikropapilarno predominantni tip, kao prognosticki
losiji, ima najvecu prose¢nu veli¢inu tumora u trenutku dijagnoze (131, 292, 297). Znacajno
odstupanje se vidi kod lepidi¢no predominantnog tipa koji u nasem uzorku ima znatno veéu
prose¢nu veli¢inu tumora u odnosu na podatke objavljene u drugim studijama ( 292, 297).

Primenom Fisher-ovog neparametarskog testa (p=0,011) dokazana je statisticki znacajna
povezanost kada je u pitanju predominantni tip tumora i infiltracija pleure. Najzastupljeniji
predominantni tip sa infiltracijom pleure je bio solidni (6,8%), a zatim acinarni (6,1%),
mikropapilarni  (6,1%) i papilarni (4,7%), dok kod pacijenata sa lepidicnim tipom
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adenokarcinoma nije nadena infiltracija pleure. Od dva pacijenta sa entericnom varijantom
adenokarcinoma jedan je imao infiltraciju pleure (0,7%). Nasi podaci su sli¢ni sa objavljenim
podacima u nau¢nim radovima gde je pleuralna infiltracija u najveéem procentu povezana sa
acinarnim, solidnim i papilarnim tipom (277, 300).

Infiltracija okolnih struktura nije statistiCki znacajno povezana sa predominantnim tipom
tumora (Fisher-ov neparametarski test, p=0,503) u naSem istrazvanju, Sto se slaze sa
rezultatima drugih studija (282). Detektovali smo u acinarnom i solidnom tipu infiltraciju
okolnih struktura sa ucestalos¢u od po 2%, dok je u mikropapilarnom bila prisutna u 1,4%
slucajeva. Ostali tipovi adenokarcinoma nisu bili praceni infiltracijom okolnih struktura.

Analiziranjem patoloSkog T deskriptora tumora, utvrdeno je da najfrekventnije
predominantne tipove predstavljaju solidni i acinarni tip u okviru pT2a deskriptora (81,4%).
Vrednost p=0,926 dobijena pomoc¢u Fisher-ovog neparametarskog testa je pokazala da nema
statisticki znacajne razlike u raspodeli predominantnih tipova u odnosu na T deskriptor. Ove
rezultate potvrdili su i drugi autori (292) koji su evidentirali naj¢eS$¢e solidni i acinarni
predominantni tip u pT2a deskriptoru.

Primenom Fisher-ovog neparametarskog testa nije dobijena statisticki znacajna razlika u
raspodeli predominantnih tipova tumora u odnosu na N deskriptor (p=0,128). Kod 35,1%
pacijenata nadene su metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima, od toga najzastupljeniji je
bio solidno predominantni tip (6,8%) u N1 i N2 deskriptoru. U okviru N1 deskriptora
najzastupljeniji predominantni tip je bio acinarni (8,8%). Warth je u analizi 487 pacijenata sa
adenokarcinomom plu¢a kod 46,6% evidentirao metastaze u limfnim ¢vorovima.
Najzastupljeniji predominantni tip je bio acinarni (19,7%) a zatim solidni (19,1%) u N1 i N2
deskriptoru, dok je u okviru N1 deskriptora najzastupljeniji bio solidni tip. Ovi podaci
pokazuju procentualno vecu zastupljenost acinarnog i solidnog tipa nego u naSoj studiji i
nesto vecu zastupljenost acinarnog tipa u odnosu na solidni dok je u naSoj studiji obrnut
sluéaj (292). Ovakav odnos moze se objasniti neSto ve¢om zastupljeno$¢éu solidnog
predominantnog tipa u odnosu na acinarni u naSem uzorku.

Prisustvo udaljenih metastaza je najces¢e nadeno kod predominantno solidnog (8,8%) i
acinarnog tipa (4,1%). Utvrdena je statisticki znacajna razlika u raspodeli predominantnih
tipova u odnosu na prisustvo udaljenih metastaza, dobijena p vrednost primenom Fisher-ovog
neparametarskog testa je iznosila p=0,009. Nasi rezultati ne odstupaju od rezultata drugih
autora u kojima su solidni i acinarni predominantni tipovi najéesc¢i kod postojanja udaljenih
metastaza (292).

Posmatraju¢i raspodelu predominantnih tipova po stadijumu bolesti rezultati naSeg
istrazivanja su pokazali da pacijenti sa solidnim predominantnim tipom u IV stadijumu
predstavljaju najbrojniju grupu pacijenata (8,8%). Predominantno solidni tip se nalazio kod
6,8% pacijenata u okviru IB i 1A stadijuma. U istom procentu je bio zastupljen i acinarno
predominantni tip u okviru IB stadijuma. Ostali predominantni tipovi tumora su podjednako
bili zastupljeni u svim stadijumima bolesti. Pacijenti sa entericnom varijantom
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adenokarcinoma su bili u visim stadijumima bolesti (I11A i 1V). Vrednost p=0,204 dobijena
pomocu Fisher-ovog testa ukazuje da ne postoji statisticki znacajna razlika u raspodeli
predominantnih tipova tumora u odnosu na patoloski stadijum bolesti. Ovi rezultati su
saglasni sa rezultatima koje su objavili Warth i sarad. Najfrekventniji je bio acinarno
predominantni tip u A stadijumu (13,1%), a zatim solidno predominantni tip takode u
stadijumu 1A (11,9%). Solidno predominantni tip je bio najées¢i u visim stadijumima
bolesti (111 i 1), kao i u nasoj studiji (292).

Na osnovu rezultata prethodnih studija koje su analizirale prognosticki znacaj
predominantnih histoloskih tipova adenokarcinoma pluca (292, 301, 302) sve pacijente smo
podelili u tri prognosticke grupe. Grupu sa dobrom prognozom u kojoj je lepidi¢no
predominantni tip ¢inilo je 8 pacijenata (5,4%). Grupu sa umerenom prognozom u kojoj su
acinarni i papilarni predominantni tip ¢inilo je 73 pacijenata (49,3%). U grupi sa loSom
prognozom u kojoj su mikropapilarni i solidno predominantni tip se nalazilo 77 pacijenata
(52%).

Povecana ekspresija HER2 receptora izrazena je u mnogim malignim tumorima epitelnog
porekla ukljuCujuc¢i karcinom dojke, jajnika, pljuvaénih Zlezda, gastrointestinalnog trakta,
prostate, pluca, bubrega, jetre i mokra¢ne beSike, $to ukazuje da njegova prekomerna
ekspresija moze imati klju¢nu ulogu u razvoju i progresiji karcinoma (180). U studijama koje
su ocenjivale proteinsku ekspresiju HER2 receptora u karcinomima pluéa Koristeci
imunohistohemiju dobijeni su razli¢iti podaci. Postojanje diskrepance medu objavljenim
rezultatima povecane ekspresije HER2 receptora u NSCLC u razli¢itim studijama, moze se
objasniti razli¢itim tehnikama koje se koriste za odredivanje HER2 ekspresije. Najcesce se
koristi imunohistohemija, ali rezultati mogu varirati u zavisnosti od vrste antitela koje se
koristi, koncentracije antitela, oCuvanosti tkiva kao i u subjektivnoj pristrasnosti u o¢itavanju
rezultata. Razlic¢ite studije koriste razliCite protokole za ocenjivanje HER2 pozitivnosti u
NSCLC pluca. Cilj novih istrazivanja je da ponude nove mogucnosti leCenja pacijentima sa
karcinomom pluca, obzirom na visoku ucestalost karcinoma plu¢a u svetu. U dosadasSnjim
studijama najveca potencijalna korist ciljanom terapijom kod pacijenata sa NSCLC pluca je
videna u grupi pacijenata sa jakom IHC ekspresijom HER2 (3+) , koja je naj¢esée nadena kod
high grade adenokarcinoma (195, 206).

U naSem istrazivanju kod svih pacijenata odredivana je imunohistohemijski proteinska
ekspresija HER2 receptora pomoc¢u dva antitela: HercepTest Dako i Ventana anti-HER2/neu
(4B5), a zatim smo dobijene rezutate medusobno uporedivali.

Analizom frekvencija pozitivne i negativne proteinske ekspresije HER2 receptora, utvrdili
smo da pozitivna proteinska ekspresija HER2 receptora (2+, 3+) kod pacijenata sa
adenokarcinomom pluca iznosi 7,4% za HercepTest Dako, dok za HER2 Ventana test iznosi
2,7%. U literaturi zastupljenost prekomerne proteinske ekspresije krece se u rasponu od 2,4%
do 38% (195, 198, 267, 303). Koriste¢i HercepTest Dako drugi autori su dobili procentualno
vecu zastupljenost prekomerne proteinske ekspresije HER2 receptora kod adenokarcinoma
plu¢a u odnosu na nase rezultate: Awaya i sarad 20,93% (304), Yoshizawa i sarad 15,23%
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(267), Grob i sarad 13,99% (206). Kada se za odredivanje povecane proteinske ekspresije
HER2 receptora koristi Ventana anti-HER2/neu (4B5) antitelo nasi rezultati su slicni sa
rezultatima drugih studija. Suzuki i sarad. su objavili HER2 pozitivnost od 2,6% na uzorku
od 1055 adenokarcinoma (203), dok su nesto ¢es¢u prekomernu proteinsku ekspresiju HER2
receptora objavili Kobyakov i sarad 6,1% (305) i Kim i sarad 7,78% (285).

Nakon evaluacije proteinske ekspresije HER2 receptora koriS¢enjem HercepTest Dako
uporedili smo dobijene rezultate sa klinickim karakteristikama pacijenata i sa
karakteristikama tumora.

Povecana proteinska ekspresija HER2 receptora (HercepTest Dako) nadena je kod ukupno
11 pacijenata, od toga je kod 5 pacijenata ocenjena sa 3+, dok je kod 6 pacijenata ocenjena sa
2+. Od 11 pacijenata prekomerna proteinska ekspresija je nadena kod 8 muskaraca i 3 Zene, a
vrednost p (p=0,535) dobijena pomocu Fisher-ovog neparametarskog testa pokazuje da nema
statisticki znaCajne razlike u distribuciji proteinske ekspresije u odnosu na pol, $to je u skladu
sa rezultatima drugih studija (272).

Vecinu pacijenata sa pozitivnom ekspresijom HER2 receptora (72,7%) su ¢inili pusaci, bivsih
pusaca je bilo 27,3%. U grupi pacijenata nepusaca nije dobijena pozitivna ekspresija HER2
receptora. Fisher-ovim neparametarskim testom nije utvrdena statisticki znacajna razlika u
raspodeli pozitivne i negativne proteinske ekspresije u odnosu na pusacke navike (p=0,713).
Sliénu procentualnu zastupljenost izmedu pusaca i nepusaca (75%:25%) zabelezili su Ilievska
Poposka i sarad. (264), dok su drugaciju raspodelu 72,7% prema 27,3% u korist nepusaca
zabelezili Li i sarad. (272).

U odnosu na starosne grupe, pozitivna ekspresija HER2 receptora se najceS¢e javljala kod
pacijenata 61-70 godina starosti. Nije dokazana statisticki znaajna razlika u raspodeli
pacijenata sa pozitivnom i negativnom ekspresijom HER2 receptora u odnosu na starosne
grupe (p vrednost Fisher-ovog testa je bila 0,562), sto je u skladu sa rezultatima drugih
studija (264, 272).

Kada smo analizirali odnos proteinske ekspresije HER2 receptora za HercepTest Dako
prema karakteristikama primarnog tumora koriste¢i Fisher-ov neparametarski test (p=0,7)
nismo dobili statisticki znacajnu razliku u raspodeli proteinske ekspresije HER2 receptora u
odnosu na klase veli¢ine tumora. U naSoj studiji najéeS¢e pozitivna proteinska ekspresija
HER?2 receptora je nadena u klasi veli¢ine tumora IIT (31-50 mm). Nasi rezultati se poklapaju
sa objavljenom srednjom veli¢inom tumora od 37 mm u studijama drugih autora (285).

Infiltracija pleure je bila prisutna kod samo 2 od ukupno 11 pacijenata sa pozitivhom
ekspresijom HER2 receptora dobijene pomoc¢u HercepTest Dako, dok infiltracija okolnih
struktura nije nadena. Kim i sarad. su u svojoj studiji evidentirali ve¢i broj pacijenata sa
infiltracijom pleure (4/6) (285).

Najveci broj pacijenata je imalo T2a deskriptor tumora. Sli¢ne rezultate dobili su i drugi
autori (206). Analiziraju¢i podatke u nasSoj studiji nismo dobili statisticki znacajnu
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povezanost ekspresije HER2 receptora dobijene pomoc¢u HercepTest Dako i T deskriptora (p
vrednost Fisher-ovog testa iznosi 0,993).

Od ukupno 11 pacijenata sa HER2 pozitivnim statusom, 9 pacijenata je bilo bez metastaza u
regionalnim limfnim ¢vorovima (NO), 2 pacijenta su bila u N1 deskriptoru. Primenom Fisher-
ovog testa dobijena je p vrednost 0,584, Sto ukazuje da ne postoji statisticki znacajna
povezanost izmedu ekspresije HER2 receptora i N deskriptora. Sli¢éno nasim rezultatima,
Grob i sarad. su prijavili najéesée pozitivnu ekspresiju HER2 receptora u NO deskriptoru, a
zatim u N2 deskriptoru, dok su N1 i N3 deskriptori bili minimalno zastupljeni (206).

Kod svih analiziranih pacijenata u nasoj studiji sa pozitivnom ekspresijom HER2 receptora
nisu nadene udaljene metastaze, Sto se podudara sa rezultatima drugih autora (206), a
vrednost p (p=0,499) dobijena upotrebom Fisher-ovog testa pokazuje da ne postoji statisticki
znacajna razlika u ekspresiji HER2 receptora u odnosu na M deskriptor.

U nasem uzorku najveci broj pacijenata sa povecanom ekspresijom HER2 receptora dobijene
pomoc¢u HercepTest Dako se nalazio u IB stadijumu bolesti (2,7% od ukupnog uzorka).
Raspodela pacijenata sa pozitivnom ekspresijom je bila ista u 1A, 1A i I11A stadijumima, a
Fisher-ov neparametarski test nije pokazao statisticki znac¢ajnu povezanost izmedu ekspresije
HER2 receptora i patoloskih stadijuma bolesti (p=0,543). Suprotno nasim rezultatim Tateishi

i sarad. su zabelezili najve¢i broj pacijenata u stadijumu Il i IV, $to govori o loSijoj prognozi
ovih pacijenata (224). Sli¢ne rezultate su naveli Osaki i sarad. kod kojih je najzastupljeniji
bio I11B stadijum (234). Studija u kojoj su stadijumi I i Il bili zastupljeniji u odnosu na
stadijum Il i 1V, kao i kod naSih pacijenata, objavili su Suzuki i sarad. u analizi 1275

NSCLC od kojih je bilo 1055 adenokarcinoma (203).

Prisustvo prekomerne ekspresije HER2 proteina dobijene pomoc¢u HercepTest Dako je bila
¢esca kod solidnih (45,5%) i acinarnih (36,4%), nego kod papilarnih (9,1%) i mikropapilarnih
(9,1%) tipova adenokarcinoma. Kod lepidi¢nih i enteri¢nih slucajeva adenokarcinoma nije
nadena prekomerna ekspresija HER2 receptora. Kim i sarad. su dobili najve¢u prekomernu
proteinsku ekspresiju HER2 receptora kod papilarno predominantnog adenokarcinoma
(50%), drugi po ucestalosti je bio acinarni (33,3%), tre¢i mucinozni (16,7%), dok su ostali
tipovi bili bez prekomerne ekspresije (285). Li je objavio najveéu zastupljenost prekomerne
proteinske ekspresije kod acinarnog tipa (38,5%), zatim papilarnog (23,1%) i solidnog tipa
(15,4%), dok su ostali tipovi bili zastupljeni u malim procentima (272). Uporeduju¢i nase
podatke sa podacima drugih autora moZemo zakljuciti da je procentualna zastupljenost
pozitivne ekspresije HER2 receptora odredene upotrebom HercepTest Dako slicna kada je
acinarni tip adenokarcinoma u pitanju. Za razliku od drugih autora gde je papilarni tip
adenokarcinoma bio Cesto prac¢en poveéanom ekspresijom HER2 receptora, u nasoj studiji
povecana ekspresija HER2 receptora je najéesce pratila solidni tip adenokarcinoma. Kada su
u pitanju mikropapilarni, lepidi¢ni i enteri¢ni tip, nasi podaci ne odstupaju od rezultata drugih
autora, odnosno ovi tipovi su retko prac¢eni prekomernom proteinskom ekspresijom HER2
receptora.
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Nakon analize rezultata proteinske ekspresije HER2 receptora koris¢enjem HercepTest Dako
uporedili smo rezultate dobijene drugim antitelom (Ventana anti-HER2/neu (4B5)) sa
klinickim karakteristikama pacijenata i sa karakteristikama tumora. Od ukupno 148
pacijenata pozitivnu ekspresiju smo nasli kod 4 pacijenta (2,7%), kod 1 pacijenta ocenjenu sa
1+ i kod 3 pacijenta ocenjenu sa 2+. Povecana proteinska ekpresija HER2 receptora nadena je
kod 3 pacijenta muskog pola i 1 pacijenta zenskog pola, a vrednost p (p=1) dobijena pomocu
Fisher-ovog neparametarskog testa ukazaala je na sli¢nost u raspodeli izmedu polova, $to su
potvrile i druge studije (203, 285).

Uporedivanjem pozitivne ekspresije sa pusackim navikama 3 pacijenata su bili aktivni pusaci
i 1 pacijent je bio bivsi pusaé. Nasi rezultati su sli¢ni sa rezultatima drugih autora (203, 285),
1 pokazuju da ne postoji znacajna povezanost pozitivne ekSpresije sa puSackim navikama
(p=0,1 dobijena Fisher-ovim neparametarskim testom).

U odnosu na starosne grupe, pozitivna ekspresija HER2 receptora se najcesc¢e javljala kod
pacijenata 61-70 godina starosti, bez statisticki znacajne razlike u raspodeli pacijenata sa
pozitivnom i negativnom ekspresijom HER2 receptora po starosnim grupama (p vrednost
Fisher-ovog testa je bila 0,611). Sli¢ne podatke su objavili i drugi autori, 66,7% pacijenata sa
pozitivnom ekspresijom je bilo starosti preko 62 godine (285), odnosno prose¢na starost
pacijenata sa pozitivnom ekspresijom je bila 62,7 godina (203).

Nakon klini¢kih karakteristika pacijenata uporedili smo pozitivnu ekspresiju HER2 receptora
dobijenu pomoc¢u Ventana anti-HER2/neu (4B5) antitela sa karakteristikama tumora.

Pozitivna ekspresija je bila najfrekventnija u okviru klase 111 (31-50 mm) sa sli¢cnom
raspodelom po klasama veli¢ine tumora (Fisher-ov neparametarski test, p=0,891), odnosno ne
postoji statisticki znacajna razlika u raspodeli pozitivne ekspresije HER2 receptora odredene
ovom metodom u odnosu na klase veli¢ine tumora. Rezultati drugih autora su sli¢ni i ukazuju
da je pozitivna ekspresija HER2 receptora naj¢esca kod tumora prosecne velicine 37 mm

(203).

U nasem uzorku samo kod jednog pacijenta sa pozitivnom ekpresijom HER2 receptora smo
nasli infiltraciju pleure (25%), dok infiltracija okolnih struktura nije nadena. Kim i sarad. su
nasli ¢e$¢u zastupljenost infiltracije pleure (kod 4 od 6 pacijenata) (285).

U rezultatima naSeg istrazivanja upotrebom Fisher-ovog neparametarskog testa dobijena je
vrednost p=1, §to ukazuje da ne postoji statisticki znacajna razlika u distribuciji pacijenata sa
pozitivnom ekspresijom HER2 receptora (dobijenom upotrebom Ventana anti-HER2/neu
(4B5) antitela) u odnosu na T deskriptor. Sli¢ne rezultate su objavili Kobyakov i sarad. (305).

Da ne postoji statisticki znacajna povezanost povecane proteinske ekpresije HER2 receptora
sa N deskriptorom dokazali smo upotrebom Fisher- ovog testa (p=0,596). Najve¢i broj
pacijenata (3 od 4 pacijenta) sa pozitivnom ekspresijom HER2 receptora je bio bez metastaza
u regionalnim limfnim nodusima (NO), dok se 1 pacijent nalazio u N2 deskriptoru. Suprotno
nasim rezultatima, rezultati drugih autora pokazuju da je vecina pacijenata sa pozitivhom
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ekpresijom HER2 receptora imala metastaze u regionalnim limfnim nodusima. Suzuki je
objavio da je kod 53,3% pacijenata sa povecanom ekspresijom HER2 receptora imalo
metastaze u regionalnim limfnim nodusima (203), dok je u studiji Kima i sarad. taj procenat
bio 66,7% (285). Kobyakov je u studiji koja je obuhvatila 218 karcinoma plu¢a dokazao
povezanost izmedu povecane proteinske ekspresije HER2 receptora sa metastazama u
limfnim ¢vorovima (305). Sli¢ne rezultate je objavio i Suzuki sa sarad. 2015. godine (203).

Kada je u pitanju M deskriptor svi pacijenti u nasoj studiji sa pozitvnom ekspresijom HER2
receptora nisu imali udaljene metastaze, odnosno nije dokazana statistiCki znacajna
povezanost ekspresije HER2 receptora i M deskriptora (p vrednost Fisher-ovog testa iznosila
je 1), sto je u skladu sa rezultatima i drugih autora (206).

Raspodela pacijenata sa pozitivnom ekspresijom je bila ista u 1A, IB, 1B i Ill1A stadijumima.
Fisher-ovim neparametarskim testom nismo dobili statisticki znac¢ajnu povezanost izmedu
ekspresije HER2 receptora i stadijuma bolesti (p=0,861). Sli¢cna distribucija pozitivne
ekspresije po stadijumima bolesti je zabelezena i u drugim studijama (203, 285). Suzuki i
sarad. su dokazali povezanost izmedu povecane proteinske ekspresije HER2 receptora
(dobijene upotrebom Ventana anti-HER2/neu (4B5) antitela) i viSeg stadijuma bolesti
(36,7%, p=0,031) (203).

Prisustvo pozitivne ekspresije HER2 proteina koja je dobijena pomocu Ventana anti-
HER2/neu (4B5), nadeno je kod acinarnog (75%) i solidnog (25%) tipa. Kim i sarad. su u
studiji sa uzorkom od 321 adenokarcinoma, najc¢e$ce proteinsku ekspresiju HER2 receptora
nasli kod papilarnih karcinoma (50%), §to se razlikuje u odnosu na naSe rezultate gde
papilarno predominantni tumori nisu pokazali pove¢anu ekspresiju HER2 receptora. U istoj
studiji acinarni tip je bio zastupljen u svega 33,3% (drugi najc¢eséi histoloski tip), §to je
znacajno manja procentualna zastupljenost nego u nasoj studiji (285). Li i sarad. su objavili
naj¢es$¢u pozitivnu ekspresiju HER2 receptora kod acinarno predominantnog tipa (38,5%),
Sto je procentualno manje, ali predstavlja najzastupljeniji histoloski tip kao i u nasoj studiji.
Na drugom mestu po ucestalosti objavljuju papilarno predominantni tip (23,1%). U na$oj
studiji u slucajevima papilarnog tipa nismo nasli prekomernu proteinsku ekspresiju HER2
receptora. Solidni tip je u njihovoj studiji bio prac¢en pove¢anom ekspresijom HER2 receptora
u 15,4% slucajeva, §to je slicno nasim rezultatima (272). Da ne postoji povezanost izmedu
povecane proteinske ekspresije HER2 receptora (dobijene upotrebom Ventana anti-
HER2/neu (4B5) antitela) i predominantnog histoloskog tipa adenokarcinoma objavili su
Suzuki i sarad. (203).

Uporedivanjem dobijenih rezultata povecane tj. pozitivne proteinske ekspresije HER2
receptora koris¢enjem antitela HercepTest Dako i rezultata dobijenih koris¢enjem antitela
Ventana anti-HER2/neu (4B5) utvrdeno je preklapanje samo u 3 slucaja , §to je 2% od
ukupnog uzorka. Kada je u pitanju negativna proteinska ekspresija HER2 receptora, ova dva
antitela su se preklapala u 136 slucajeva (91,9%). U nasem istrazivanju veci broj pacijenata
(11) je pokazao povecanu proteinsku ekspresiju HER2 receptora upotrebom Hercep Test
Dako u odnosu na svega 4 pacijenta kod kojih je nadena povecana proteinska ekspresija
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upotrebom Ventana anti-HER2/neu (4B5) antitela. Analizirajuéi procentualnu zastupljenost
povecéane proteinske ekpresije HER2 receptora kod adenokarcinoma plu¢a u studijama koje
su koristile HercepTest Dako i studijama koje su koristile Ventana anti-HER2/neu (4B5)
antitelo, uocili smo veéu procentualnu zastupljenost kod upotrebe Hercep Testa Dako u
odnosu na Ventanino antitelo, Sto je slucaj i u nasoj studiji (203, 206, 267, 285, 304, 305).
Upotrebom neparametarskog Fisher-ovog testa, dobijena vrednost p=0,001 ukazuje na visoku
statisticku povezanost rezultata dobijenih primenom ova dva antitela. Ukupna podudarnost
izmedu ova dva antitela iznosi 93,9%. Koeficijent korelacije Phi za nominalne vrednosti
iznosio je 0,429 Cime je dokazana srednje jaka korelacija izmedu HercepTest Dako 1
Ventana anti-HER2/neu (4B5) antitela.

Prisustvo amplifikacije HER2 gena pomocu in situ hibridizacije (ISH) (Dual IHC HER2
kit;Ventana Medical Systems) testirano je kod svih 148 pacijenata. Amplifikacija je bila
prisutna kod 26 pacijenata (17,6%), od toga je kod 4 pacijenata bila prisutna high grade
amplifikacija (2,7%). Prema objavljenim podacima ucestalost amplifikacije HER2 gena krece
se u rasponu od 10-20% kod NSCLC (196- 202), pri ¢emi je high grade amplifikacija retka i
¢ini svega 1-5% (306-309). Kim i sarad. su objavili ucestalost amplifikacije od 14,3% u
uzorku od 321 adenokarcinoma, sa high grade amplifikacijom od 1,6% (285). Kobyakov je
evidentirao amplifikaciju HER2 gena kod 16,6% adenokarcinoma, sa high grade
amplifikacijom od 2% (305). Rezultati amplifikacije u naS§em uzorku se slazu sa objavljenim
podacima drugih autora.

Vrednost p (p=0,336) dobijena pomocéu y* neparametarskog testa ukazuje na statisticki
znacajnu povezanost pola i amplifikacije HER2 gena. U nasem uzorku je bilo 24 muskarca i
12 Zena sa amplifikacijom HER2 gena, a ravhomernu rapodelu medu polovima beleZe i drugi
autori (203, 285).

Fisher-ovim neparametarskim testom nije utvrdena statisticki zna¢ajna povezanost izmedu
pusackih navika i amplifikacije HER2 gena (p=1). Od ukupnog broja pacijenata sa
postojanjem amplifikacije HER2 gena utvrdene pomo¢u DISH, 20 pacijenata su bili aktivni
pusaci (77%), 5 pacijenata su bili bivsi pusacéi (19,2%), dok je samo jedan pacijent bio
nepusac (3,8%). Nasi podaci pokazuju amplifikaciju kod pusaca i bivsih pusaca, dok je kod
nepusaca amplifikacija bila minimalno zastupljena, §to se razlikuje u odnosu na podatke iz
literature. U literaturi je priblizno podjednaka zastupljenost amplifikacije HER2 gena kod
pusaCa i nepuSaCa. Kim i sarad. su zabelezili neSto veéu procentualnu zastupljenost
ampflikacije HER2 gena kod nepusaca (58,7%) nego kod pusaca i bivsih pusaca zajedno
(41,3%) (285). Suzuki i sarad. su u svom istrazivanju objavili procentualno nesto veéu
amplifikaciju HER2 gena kod pusaca i bivsih pusaca (52,7%) u odnosu na nepusace (47,3%)
(203).

U nasoj studiji amplifikacija HER2 gena je bila najées¢a u starosnim grupama od 51-60
godina i 61-70 godina starosti (14,9% od ukupnog uzorka). Nije dokazana statisticki znacajna
razlika u raspodeli pacijenata sa amplifikacijom HER2 gena po starosnim grupama (p
vrednost Fisher-ovog testa je bila 0,615), sto se podudara sa drugim studijama (203, 285).
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Uporedivanjem amplifikacije HER2 gena sa karakteristikama primarnog tumora, zabelezili
smo sledeCe rezultate. Raspodela amplifikacije HER2 gena utvrdene pomoc¢u DISH po
klasama veli¢ine tumora je bila slicna (Fisher-ov neparametarski test, p=0,452).
Amplifikacija je bila naj¢es¢a u okviru klase IV (preko 50 mm). U objavljenim naué¢nim
radovima veci procenat pacijenata sa amplifikacijom HER2 gena je kod veli¢ine tumora
manje od 30 mm (285) sa srednjom veli¢inom tumora od 29 mm (203).

Infiltracija pleure kod naSih pacijenata sa amplifikacijom HER2 gena nadena je kod 6 od
ukupno 26 slucajeva (23,1%), dok je infiltracija okolnih struktura nadena kod 1 pacijenta
(3,8%). Kim i sarad. su dokazali povezanost amplifikacije HER2 gena sa infiltracijom pleure
(54,3% pacijenata sa amplifikacijom HER2 gena je imalo infiltraciju pleure) (285).

Primenom Fisher-ovog neparametarskog testa nismo dobili statistiCki znacajnu povezanost
izmedu amplifikacije HER2 gena i patoloskog T deskriptora (p=0,832). Amplifikacija HER2
gena kod na$ih pacijenata je bila najées¢a u pT2a deskriptoru (53,8%). Sli¢ne rezultate su
dobili Grob i sarad. u svojoj studiji, gde je amplifikacija HER2 gena bila prisutna najcesce u
pT2a deskriptoru (64,7%) (206).

Analiziraju¢i amplifikaciju HER2 gena sa N deskriptorom nismo dobili statisticki znac¢ajnu
povezanost (p vrednost Fisher-ovog testa iznosi 0,48). Najveéi broj pacijenata (65,4%) sa
amplifikacijom HER2 gena je bio bez metastaza u regionalnim limfnim nodusima. U N1 i N2
deskriptoru se nalazilo ukupno 8 pacijenata, dok je samo jedan pacijent bio u N3 deskriptoru
tumora. Sli¢ne rezultate su dobili 1 drugi autori, U ¢ijim radovima je najveéi broj pacijenata
bio u NO deskriptoru i to 56,5% slucajeva (285), odnosno 66,1% (203).

Primenom Fisher-ovog testa i dobijene vrednosti p=0,393 nismo dokazali statisti¢ki znacajnu
povezanost izmedu amplifikacije HER2 gena i M deskriptora. Najveci broj pacijenata (23) sa
amplifikacijom HER2 gena je bio bez udaljenih metastaza (15,5% od ukupnog uzorka). Nasi
rezultati se podudaraju sa rezultatima drugih studija u kojima je amplifikacija HER2 gena
naj¢esce bila pracena odsustvom udaljenih metastaza (206).

U naSem uzorku pacijenti sa amplifikacijom HER2 gena su priblizno slicno rasporedeni u
odnosu na patoloski stadijum bolesti, a primenom Fisher-ovog neparametarskog testa nismo
dobili statisti¢ki znacajnu povezanost izmedu genske amplifikacije i patoloskih stadijuma
bolesti (p=0,684). Ovu korelaciju su potvrdile i druge studije (203, 285, 305).

U nasoj studiji prisustvo HER2 genske amplifikacije je bilo ¢es¢e kod solidnih (42,3%),
acinarnih (27%) i papilarnih (23%) tipova u odnosu na mikropapilarni tip (7,7%). U grupi
lepidi¢nog i enteriCnog tipa adenokarcinoma nije nadena amplifikacija. Kim sa sarad. je
amplifikaciju HER2 gena u najvec¢em broju slucajeva zabelezio kod predominantno acinarnih
adenokarcinoma (58,7%), zatim papilarnih (15,2%), mikropapilarnih (13%), solidnih (8,7%),
dok je najrede amplifikacija bila zastupljena kod lepidi¢nih adenokarcinoma (4,3%) (285). Za
razliku od drugih autora, u nasoj studiji solidni tip adenokarcinoma je najcesce bio pracen
amplifikacijom HER2 gena.
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Analiziraju¢i amplifikaciju HER2 gena kod uzoraka kod kojih je povecana proteinska
ekspresija HER2 receptora dobijena koris¢enjem HercepTest Dako uocili smo slede¢u
povezanost. Prisustvo HER2 genske amplifikacije se podudara sa povecanom proteinskom
ekspresijom HER2 receptora dobijenog pomocu HercepTest Dako kod 10 (90,9%) od ukupno
11 pacijenta sa prekomernom proteinskom ekpresijom HER2 receptora. Sa druge strane
negativan status HER2 genske amplifikacije se slaze sa odsustvom prekomerne proteinske
ekpresije HER2 receptora dobijene pomoc¢u HercepTest Dako kod 121 (81,8%) pacijenta u
ukupnom uzorku. Pomocu Fisher-ovog neparametarskog testa utvrdena je povezanost
amplifikacije HER2 gena utvrdene sa “Dual ISH HER2 kit;Ventana Medical Systems” i
ekspresije HER2 receptora dobijenog uz pomo¢ HercepTest Dako (p<0,001). Vrednost
koeficijenta Phi ukazuje na jaku povezanost rezultata dobijenih pomocu ova dva testa
(Phi=0,546). Znacajnu povezanost izmedu amplifikacije HER2 gena i ekspresije HER2
receptora dobijene koriS¢enjem HercepTest Dako zabelezili su i drugi autori (206, 267).
Yoshizawa i sarad su u uzorku od 243 adenokarcinoma pluca koriste¢i Hercept Test Dako,
kod 37 pacijenata dobili prekomernu proteinsku ekspresiju HER2 receptora (ocenjenu sa 2+ i
3+), od toga je kod 4 pacijenta koriste¢i “Dual ISH, Ventana Medical Systems” nadena
amplifikacija HER2 gena (267). U nasem uzorku je znatno vece podudaranje izmedu
prekomerne proteinske ekspresije HER2 receptora (HercepTest Dako) i genske amplifikacije
(10/11) nego u drugim studijama 4/37 (267), 2/16 (304).

Uporedujuci prisustvo HER2 genske amplifikacije i prekomerne proteinske ekspresije HER2
receptora dobijene pomoc¢u Ventana anti-HER2/neu (4B5) u naSem uzorku, uocen je
pozitivan nalaz kod 3 od 4 pacijenta (75%). Odsustvo amplifikacije HER2 gena je uo¢eno
kod 81,8% pacijenata iz ukupnog uzorka koji nemaju povecanu proteinsku ekspresiju HER2
receptora. Primenom Fisher-ovog neparametarskog testa dobili smo statisti¢ki znac¢ajnu
povezanost izmedu amplifikacije HER2 gena i proteinske ekspresije HER2 receptora
dobijene pomocu Ventana anti-HER2/neu (4B5) antitela (p=0,017). Vrednost koeficijenta Phi
ukazuje na malu povezanost rezultata dobijenih pomocu ova dva testa (Phi=0,252).
Povezanost izmedu amplifikacije i proteinske ekpresije HER2 receptora dobijene pomocu
Ventana anti-HER2/neu (4B5) antitela objavili su i drugi autori (203, 285, 267, 310), dok su
rezultati nekih autora negirali ovu povezanost (308). Kim i sarad. su u studiji koja je
ispitivala klini¢ki znacaj HER2 alteracija kod adenokarcinoma plu¢a Kkoristili istu
metodologiju za odredivanje amplifikacije i ekspresije HER2 receptora (Dual ISH, Ventana
Medical Systems; Ventana anti-HER2/neu (4B5)). Od 321 pacijenta sa adenokarcinomom
plu¢a kod 25 pacijenata su naSli prekomernu ekspresiju HER2 receptora, od toga je
amplifikacija gena bila prisutna kod 11 pacijenata (44%). Odsustvo amplifikacije HER2 gena
i poveCane ekspresije HER2 receptora su detektovali kod 81,3% pacijenata iz ukupnog
uzorka. Oni su dokazali statisti¢ki znacajnu povezanost izmedu proteinske ekspresije HER2
receptora i genske amplifikacije, ali sa malim stepenom povezanosti. U nasem uzorku je
znato vece preklapanje izmedu prekomerne proteinske ekspresije i genske amplifikacije (3/4)
u odnosu na rezultate drugih studija 11/25. U naSoj studiji kao i u rezultatima drugih autora,
amplifikacija HER2 gena je ceS¢e detektovana u odnosu na proteinsku ekspresiju HER2
receptora (285).
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Podudaranje prekomerne proteinske ekspresije HER2 receptora utvrdene pomoc¢u HercepTest
Dako, prekomerne proteinske ekspresije HER2 receptora utvrdene pomocu Ventana anti-
HER2/neu (4B5) antitela i prisutne amplifikacije HER2 gena utvrdene pomoc¢u Dual ISH je
nadeno kod 3 pacijenta, sto predstavlja 2% od ukupnog uzorka. Podudaranje odsustva
prekomerne protenske ekspresije HER2 receptora utvrdene pomocu HercepTest Dako, zatim
pomocu Ventana anti-HER2/neu (4B5) antitela i odsustva amplifikacije HER2 gena utvrdene
pomoc¢u DISH-a je nadeno kod 120 pacijenata, sto predstavlja 81,1% od ukupnog uzorka.
Sva tri analizirana testa za odredivanje HER2 statusa na osnovu nase studije u 83,1%
slucajeva daju identi¢ne rezultate.
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7. ZAKLJUCCI

1. Poveéana proteinska ekspresija HER2 receptora u adenokarcinomu pluca iznosi 7,4% za
Hercep Test Dako i 2,7% za Ventana anti-HER2/neu (4B5) antitelo. Kod pozitivne
ekspresije slazu se u 2%, dok se kod negativne ekspresije slazu u 91,9% slucajeva, $to je
ukupno 93,9%.

2. Ucestalost amplifikacije HER2 gena kod adenokarcinoma pluca je 17,6%, od toga je kod
2,7% slucajeva prisutna high grade amplifikacija.

3. Postoji statisticki znacajna povezanost izmedu poveéane proteinske ekspresije HER2
receptora dobijene upotrebom HercepTest Dako i Ventana anti-HER2/neu (4B5) antitela
i amplifikacije HER2 gena. Amplifikacija HER2 gena prisutna je kod 90,9% pacijenata
sa povecanom proteinskom ekspresijom HER2 receptora koja se dobije upotrebom
HercepTest Dako i kod 75% upotrebom Ventana anti-HER2/neu (4B5) antitela.

4. Povecana proteinska ekspresija HER2 receptora dobijena pomocu HercepTest Dako i
Ventana anti-HER2/neu (4B5) antitela je najées¢a kod solidnog predominantnog tipa
adenokarcinoma u  patoloSkom T2a deskriptoru i IB stadijumu i acinarnog
predominantnog tipa adenokarcinoma u patoloskom T1b deskriptoru i IA stadijumu.

5. Amplifikacija HER2 gena je najces¢a kod solidnog a zatim kod acinarnog i papilarnog
predominantnog tipa adenokarcinoma.

6. Povecana proteinska ekspresija HER2 receptora dobijena pomocu HercepTest Dako i
Ventana anti-HER2/neu (4B5) antitela i amplifikacija HER2 gena se naj¢esc¢e javljaju kod
muskaraca, pusaca, U starosnoj dobi od 61-70 godina, tumora veli¢ine 31-50 mm, NO i
MO statusu bolesti, bez prisustva tumorske infiltracije pleure i okolnih struktura.
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8. PRILOG

PROTOKOL ZA ISPITANIKA
(Prilog br.1)

Ime i prezime:

Pol: 1. muski 2. Zenski

Datum rodenja:

Pusacki status: 1. aktivan pusa¢ 2. bivsi pusa¢ 3. nepusac
Datum operacije:

Velic¢ina tumora:

Histoloski tip adenokarcinoma:

Infiltracija pleure: 1.Da 2.Ne

Infiltracija okolnih struktura: 1.Da 2. Ne

Broj i grupa limfnih ¢vorova zahvacenih metastazama:
Prisustvo lokalnih metastaza u pluénom parenhimu sa iste i sa kontralateralne strane:
Prisustvo udaljenih metastaza:

Patoloski TNM (pTNM):

Patoloski stadijum bolesti:
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10. LISTA SKRACENICA

AAH atipi¢na adenomatozna hiperplazija

AlS adenokarcinom in situ

AJCC (od eng.- American Joint Comitete for Cancer)
BAC bronhioloalveolarni karcinom

CDK ciklin zavisne kinase

CISH hromogena in situ hibridizacija

CT kompjuterizovana tomografija

DNK dezoksiribonukleinska kiselina

EGF (od eng.- epidermal growth factor)

EGFR (od eng.- epidermal growth factor receptor)
ErbB2/HER2 Human Epidermal Growth Factor Receptor 2
ErbB3/HER3 Human Epidermal Growth Factor Receptor 3
ErbB4/HER4 Human Epidermal Growth Factor Receptor 4
FISH fluorescentna in situ hibridizacija

HIV (od eng.- human Immunodeficijency Virus)
HPV (od eng.- human papilloma virus)

HOBP hroni¢na opstruktivna bolest pluca

IARC (od eng.- International Agency for Research on Cancer)
IASLC (od eng.- International Agency for the Study of Lung cancer)
IHC imunohistohemija

IPBV Institut za pluéne bolesti Vojvodine

ISH in situ hibridizacija

ISC (od eng.- International Staging Committete)
KCCG Klini¢ki centar Crne Gore

KRAS (od eng.- homologous to the oncogene of the Kirsten rat sarcoma virus)
LCMC (od eng.- Lung Cancer Consortium)

MAPK Rs/Raf mitogen-aktiviraju¢a protein kinaza
MIA minimalno invazivni adenokarcinom

NCCN National Comprehensive Cancer Network
NDF Neuregulin 1

NNK 4-(metilnitrozoamino)-1-(3-piridil)-1-butanone
NSCLC (od eng.- non-small cell lung cancer)
PIBK/AKT  fosfatidilinozitol-3-kinaza

SAB streptavidin biotin

SAD Sjedinjene Americke Drzave

SD standardna devijacija

SISH silver in situ hibridizacija

STAS (od eng.- Spread Through Air Spaces)

SZ0 Svetska Zdravstvena Organizacija
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TGF-B
TMA
TNM
TTF-1
VEGF
uicc

transformisuci factor rasta-3

(od eng.- Tissue microarray)

(od eng.- Tumor, Nodes and Metastases)

(od eng.- Thyroid transcription factor-1
vaskularni endotelni factor rasta

(od eng.- Union Internationale Control Cancer)
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	Receptor humanog epidermalnog faktora rasta (Human Epidermal Growth Factor Receptor-HER2 ili ErbB2) je neophodan za regulaciju normalnog rasta i diferencijacije ćelija, a može biti povezan sa više signalnih puteva (Hung i Lau, 1999) (Slika 17).

