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EGFR mutacije se detektuju u uzorcima sa manje od
100 tumorskih ¢elija i manje od 20% volumenske
gustine tumorskog tkiva, razlika izmedu koncentracije
izolovane DNK u EGFR mutiranim 1 wt EGFR|
adenokarcinomima u biopsijskim i hirursSkim uzorcima
nije statisticki znacajna (p=0,132 1 p=0,641).
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Abstract:
AB

Epidermal growth factor receptor (EGFR) belongs
to the family of protein-tyrosin kinase family,
whose activation is associated with the
proliferation of malignant cells, invasion,
inhibition of apoptosis, tumor angiogenesis and|
metastatic spread and thus plays an important role|
in carcinogenesis and tumor progression.
Activated mutations take place around the
catalytic tyrosine kinase domain. Biopsy,
cytological and surgical specimens are used for|
the detection of EGFR mutations at the time of]
diagnosis of adenocarcinoma or carcinoma with an|
adenocarcinoma component, most reliably using a|
polymerase chain reaction. The fact that the
application of molecular tyrosin kinase inhibitor|
therapy to patients with EGFR mutated lung
adenocarcinoma improves the prognosis of the
disease, there is resistance in certain types of]
EGFR  mutations and  connection  with|
histopathological ~and  immunohistochemicall
characteristics of tumor, that the bronchoscopic
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specimen is often the only specimen in which it
is necessary to determine the molecular profile of
the tumor, the primary objective of this thesis is to|
determine the frequency and type of EGFR|
mutations and their connection with the
characteristics of adenocarcinoma. In order to
realize this objective, the following secondary
objectives have been set: to execute
histopathological  reclassification  of  lung
adenocarcinoma based on the criteria set by the
International Association for the Study of Lung]
Cancer, the American Thoracic Society and|
European Respiratory Society; determine the
expression of TTF-1 in lung adenocarcinoma and|
connection with EGFR mutation status; determine
the frequency, type and connection of EGFR|
mutations ~ with ~ predominant  type = of
adenocarcinoma and confirm whether
bronchoscopic biopsy may be a representative
specimen for the determination of EGFR mutation
status.  Histopathological material of lung
adenocarcinoma in surgical specimens is more
heterogeneous in relation to biopsy specimens and|
such difference is statistically significant
(p<0,001). Acinar predominant type is the most
common in surgical and biopsy specimens with no
statistically  significant differences in the
distribution of predominant type among them|
(p=0,65883). The predominant type in the primary
tumor determines the predominant type in|
lymphatic metastases. EGFR mutations in the type
of insertions on exon 21 and L858R mutations on|
exon 20 have been detected in three out of 60
(5%) of patients in five out of 120 specimens
(three surgical and two biopsy samples), more
often in women older than 60, smokers and in a
solid predominant type. There are no statistically|
significant differences in the concentration of]
isolated DNA between EGFR mutated and wi
EGFR adenocarcinoma in biopsy (p=0,132) and

surgical specimens (p=0,641). The percentage of
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invalid results in determining the EGFR mutation|
status is higher in biopsy specimens compared to
the surgical specimens. There is a statistically|
significant difference between the number of
TTF-1 positive ~ and  TTF-1 negative
adenocarcinoma (p<0,001), but not in the
distribution of these patients according to gender|
(p=0,1231), average age, smoking habits
(p=0,6488) and average tumor size (p-0,21). There
is a positive correlation between TTF-1 positive
expression and EGFR mutation status and
therefore TTF-1 positive expression can be a
predictor of positive EGFR mutation status.
Bronchoscopic biopsy is a representative sample
for the determination of EGFR mutation status
because: most diagnostic biopsy specimens have
more than 100 preserved tumor cells, there is no
difference in the distribution of predominant types
in relation to surgical specimens, EGFR mutations
are detected in samples with less than 100 tumor
cells and less than 20% of volume density of]
tumor tissue, the difference between the
concentration of isolated DNA in EGFR mutated|
and wt EGFR adenocarcinoma in biopsy and|
surgical specimens is not statistically significant
(p=0,132 and p=0,641).
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1. UVOD

1.1. EPIDEMIOLOGIJA

Pocetkom XX veka karcinom pluca je bio retko oboljenje, ali poslednjih decenija poprima
razmere epidemije 1 danas predstavlja veliki socijalno-ekonomski i zdravstveni problem (1).
U svetu je u 2012. god. registrovano 1,6 miliona novoobolelih i 1,8 miliona umrlih od
karcinoma pluca koji stoga predstavlja vodeéi uzrok obolevanja i umiranja od malignih
bolesti (2). Naj€es¢e obolevaju stariji od 60 godina (3,4). Trenutno muskarci obolevaju ¢eSce
od Zena, ali zbog aktuelnih trendova u puSenju, predvidanja su da ¢e karcinom pluca
podjednako biti zastupljen kod oba pola do 2030. godine (5). Vise od polovine obolelih u
momentu dijagnostikovanja karcinoma pluca ima prosirenu bolest. Uprkos ¢injenici da je
postignut evidentan napredak u dijagnostikovanju i leenju stopa mortaliteta je i dalje visoka,

a petogodisnje prezivljavanje ispod 20% (6,7,8,9).

U SAD je zabelezeno 224 100 novoobolelih i 159 260 umrlih od karcinoma pluc¢a u 2014.
godini. lako je u ovoj zemlji zabelezen pad prevalence pusenja kod oba pola karcinom pluca
se prema ucestalosti kod muskaraca nalazi iza karcinoma prostate, kod Zena iza karcinoma

dojke i vode¢i je uzrok mortaliteta od malignih bolesti kod oba pola (10,11).

Karcinom pluca je u Evropi posle karcinoma prostate najceS¢e maligno oboljenje muskaraca,
kod Zena se nalazi iza karcinoma dojke i kolorektuma. Prema sumiranim podacima studije 40
registara zemalja evropskog kontinenta u 2012. god. incidenca karcinoma pluéa kod
muskaraca je najveca u zemljama centralne 1 isto¢ne Evrope: Madarskoj (109/100 000),
Makedoniji (102/100 000) 1 Poljskoj (90/100 000), a najniza u zemljama na severu
kontinenta: Finskoj (45/100 000) i Svedskoj (29/100 000). Kod Zena je incidenca najvisa na
severu u Danskoj (55/100 000) i Holandiji (44/100 000), a najniza na istoku u Ukrajini i
Belorusiji (9/100 000) i Ruskoj federaciji (10/100 000) (12,13). lako je zabelezen pad
mortaliteta od 6% u odnosu na 2009. god. 25% smrti muskaraca je posledica karcinoma pluca
koji je 1 dalje vode¢i uzrok mortaliteta od karcinoma u 2013. godini (14). Mortalitet Zena zbog
karcinoma pluc¢a u 2013. god. belezi rast od 7% u odnosu na 2009. god. i sa udelom od 14%
se nalazi iza karcinoma dojke i kolorektuma sa tendencijom da u 2015. god. postane vodeci
uzrok mortaliteta 1 u Zenskoj populaciji (12,14,15). Pored razlika u polnoj distribuciji

mortaliteta postoje 1 geografske razlike na tlu Evrope. Stopa mortaliteta kod muskaraca je
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najvisa u Poljskoj (175,3/ 100 000), kod Zena u Ujedinjenom kraljevstvu i Poljskoj (izmedu
95/100 000 1 100/ 100 000) (14,15).

U Srbiji godisnje prosecno oko 25 000 osoba oboli od malignih bolesti. Od karcinoma pluca
oboleva sve veci broj muskaraca 1 Zzena s tim da se odnos broja obolelih muskaraca u odnosu
na zene promenio sa 9:1 (1985. god.) na 3:1 (2012. god.). U 2012. godini je od karcinoma
pluéa obolelo 3 117 muskaraca te je karcinom pluca sa udelom od 22,5% u odnosu na sve
maligne bolesti bio vode¢i uzrok obolevanja kod muskaraca ispred karcinoma prostate
(12,6%) 1 karcinoma kolorektuma (12,4%). Muskarci su najviSe obolevali u prvoj polovini
sedme decenije. Standardizovana stopa incidence karcinoma plu¢a kod muSkaraca je iznosila
65,0/100 000 (u rasponu od 34,3/100 000 u Borskom okrugu do 91,8/100 000 na teritoriji
grada Beograda). Od 12 358 Zena obolelih od malignih bolesti u istom periodu karcinom
plucéa je sa udelom od 7,8% cetvrti uzrok obolevanja posle karcinoma dojke (25,8%),
karcinoma kolorektuma (8,5%) i karcinoma grli¢a materice (8,0%). Zene su najvise obolevale
u Sestoj deceniji. Standardizovana stopa incidence karcinoma plu¢a kod zena je iznosila
18,2/100 000 (u rasponu od 9,8/100 000 P¢injskom do 27,1/100 000 u Podunavskom okrugu).
Broj umrlih od karcinoma pluc¢a u Srbiji je u porastu kod oba pola. Imajucéi u vidu da se odnos
umrlih muskaraca i Zena promenio sa 5:1 (1990. god.), 3:1 (1995. god.) na 2,68:1 (2012. god.)
zabelezen je veci trend umiranja od karcinoma plu¢a kod zena (18,19). Oko 15 000 osoba
godisnje umre od malignih bolesti u Srbiji. U 2012. god. je od karcinoma plu¢a umrlo 2 588
muskaraca 1 sa udelom od 29,8% karcinom pluca je vode¢i uzrok mortaliteta kod muskaraca.
Prose¢na standardizovana stopa mortaliteta kod muskaraca je iznosila 51,6/100 000 (u
rasponu od 31,2/100 000 u Borskom okrugu do 60,9/100 000 u Podunavskom okrugu). Iste
godine od karcinoma pluca su umrle 1 963 Zene, a karcinom pluca je sa udelom od 14,7%
drugi vode¢i uzrok umiranja Zena od malignih bolesti iz karcinoma dojke (18%). Prosecna
standardizovana stopa mortaliteta kod zena je iznosila 17,1/100 000 (u rasponu od 7,5/100
000 u Toplickom okrugu do 23,9/100 000 na teritoriji grada Beograda). Muskarci 1 Zene su

najviSe umirali u osmoj deceniji (16).

U Vojvodini su incidenca i mortalitet od karcinoma plu¢a kod muskaraca ve¢i u odnosu na
veéinu zemalja Evropske unije, dok su kod Zena sli¢ni s tim da je evidentna njiithova razlicita
geografska distribucija. Prema podacima Registra malignih i benignih tumora pluéa u
Vojvodini je registrovano ukupno 16 994 malignih tumora pluca, 13 022 (76,63%) kod
muskaraca 1 3972 (23,37% ) kod Zena u periodu od 2002. god. do 2012. god. i zabelezen
porast stope incidence kod muskaraca sa 74,09/100 000 na 82,02/100 000 i kod Zena sa
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15,57/100 000 na 27,00/100 000. Prema istim podacima karcinom pluc¢a je sa udelom od
32,6% od ukupnog broja registrovanih malignih bolesti vode¢i uzrok umiranja kod muskaraca
i drugi najces¢i uzrok smrtnih ishoda kod Zena (14,6%) iza karcinoma dojke (18,3%). Stopa
mortaliteta kod muskaraca, u istom registracionom periodu, je porasla sa 64,30/100 000 na

72,20/100 000, kod Zena sa 12,72/100 000 na 21,72/100 000 (17,18).

1.2. PREVENCIJA NASTANKA KARCINOMA PLUCA

1.2.1. Primarna prevencija

Duvanski dim je rizik broj jedan u nastanku karcinoma pluca stoga je kljuc strategije primarne
prevencije kontrola puSenja i1 prihvatanje zdravih stilova Zivota, a ostvaruje se kroz
zdravstveno-promotivne kampanje, edukaciju stanovnistva o Stetnom uticaju duvanskog dima

putem Stampanih medija i sve popularnijih druStvenih mreza (Facebook, Twitter) (19,20,21).

Zakonske odredbe o zabrani puSenja na javnim mestima, poreske akcize na duvanske
proizvode i1 podizanje njihove cene uz dobro dizajnirane programe o Stetnoj ulozi duvanskog
dima doprinose smanjivanju prevalence puSenja, posledi¢no incidence i mortaliteta od
karcinoma pluca, a samim tim i ekonomski troskovi povezani sa leCenjem karcinoma pluc¢a

postaju manji (10,22,23).

1.2.2. Sekundarna prevencija

Skrining karcinoma pluca se ubraja u sekundarnu prevenciju ¢iji je cilj da se u rizi¢noj
populaciji bez simptoma bolesti oboljenje otkrije u ranoj fazi razvoja kada su Sanse za

izleCenje vece (24).

Skrining programi bazirani na citoloskoj analizi sputuma 1 radiografiji grudnog koSa ne
smanjuju morbiditet 1 mortalitet od karcinoma pluca (25). Medutim, upotreba niskodozne
kompjuterske tomografije (CT) grudnog koSa u visokorizi¢noj populaciji aktivnih i biv§ih
pusaca starosti od 55 do 74 godina, koji puSe vise od 30 pakovanja cigareta godiSnje smanjuje
stopu morbiditeta 1 mortaliteta za 20%. Bez obzira na ostvaren benefit CT skrining programa

neophodne su nove studije koje bi analizirale 1 potencijalni Stetni uticaj ovih programa (26).

1.3. FAKTORI RIZIKA U NASTANKU KARCINOMA PLUCA

1.3.1. PuSenje

Veza izmedu pusenja duvana i karcinoma pluca prvi put je potvrdena u prvoj polovini XX

veka (27). Od tog vremena, brojni statisticki, klinicki i eksperimentalni podaci pokazuju da

3
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pusaci oba pola imaju povecan rizik za nastanak karcinoma pluc¢a. U respiratornom epitelu
kod pusaca dolazi do gubitka cilijarnih celija, hiperplazije bazalnih c¢elija, skvamozne

metaplazije i ¢elijske atipije (28,29,30).

Duvanski dim sadrzi brojne kancerogene materije, indukuje komplikovane genetske promene
od kojih su mutacije p53 gena najcesce (10% svih puSaca), ali su nadene 1 kod vise od 2
pusaca obolelih od karcinoma pluc¢a (29,30). Hromozom 15g25.1 je sastavljen od nikotinskih
receptora (CHRNAS i CHRNA3) koji su povezani sa puSenjem i nikotinskom zavisnosti
(31,32,33). Duvanski alkaloidi i nikotin se vezuju i aktiviraju ove receptore, dolazi do ¢elijske

proliferacije 1 migracije, tumorske invazije i inhibicije apoptoze (34,35,36,37,38,39).

Sve vise je pusa¢a medu mladima, vise od polovine (54,7%) Skolske dece starosti izmedu 13 i
15 godina je probalo cigarete, njih tre¢ina prvi put pre navrSene 10-e godine, a 16,3% su
trenutni pusaci (40,41). Vecu prevalencu puSenja u mladoj populaciji belezi i Christophi, 37%
ucenika i1 23% ucenica visokoskolskih ustanova su pusaci, od kojih oko polovina pusi svaki
dan (42). NajvisSe puSaca je staro izmedu 35 i 44 godine, ima lo§ socijalno-ekonomski status,
zivi u urbanim sredinama i ima srednje obrazovanje. Za razliku od pusaca u Finskoj,
Francuskoj 1 Velikoj Britaniji puSaci u Srbiji tri puta viSe puSe na poslu nego kod kuce s tim

da muskarci puSe duze, intenzivnije i viSe u odnosu na zene (27,43,44).

Koli¢ina popusenih cigareta, duzina puSenja, tip cigareta 1 sporo odvikavanje od puSenja
doprinose rastu stope mortaliteta od karcinoma pluéa koja je tri puta veéa kod pusaca. Zivotni
vek puSaca je kraci za oko 15 godina, a benefit godina Zivota kod bivsih pusaca je od Sest do
10 godina 1 zavisi od dobi u kojoj su prestali da puse (24,45,46,47). Smatra se da je 440 000
preranih smrti 1 gubitak od oko 157 miliona dolara na godiSnjem nivou posledica puSenja u

SAD krajem devedesetih godina proslog veka (45).

1.3.2. Ishrana i dodaci ishrani

Ishrana 1 dodaci ishrani uticu na DNK metilaciju, reparaciju, ¢elijsku invaziju, angiogenezu i
sposobnost metastaziranja (48,49,50). Prehrambene navike se razlikuju kod pusaca i
nepusaca. Pusaci unose vise masti i zasi¢enih masnih kiselina, manje voc¢a i povréa (51,52).
Ishrana bogata: a-karotenom, B-karotenom, folatima, likopenom i vitaminima (C, B2, B6,
B12 1 E) smanjuje rizik za nastanak karcinoma pluca kod aktivnih 1 biv§ih puSaca za 20% do

40% (53,54,55,56,57).
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1.3.3. Alkohol

Za razliku od brojnih studija koje proucavaju ulogu duvanskog dima u nastanku karcinoma
pluca uloga alkohola nije dovoljno ispitana (30). Zajednicka analiza sedam studija pokazuje
da je rizik za nastanak karcinoma plu¢a povecan kod osoba koje konzumiraju najmanje 30g
alkohola dnevno (58). Sli¢ne rezultate pokazuje i1 analiza 235 studija sa 117 471 ispitanika gde
je zabelezena doza alkohola koja povecava rizik za nastanak karcinoma pluéa i drugih
malignih oboljenja 25g na dan (dva pi¢a dnevno) §to je najverovatnije povezano i sa unosom

manje koli¢ine namirnica koje su bogate biljnim vlaknima 1 antioksidantnim materijama (59).

1.3.4. Fizic¢ka aktivnost

Fizicka aktivnost u slobodno vreme se odlikuje kratkoro¢nom i intenzivhom potroSnjom
energije, razlikuje se od radne fizicke aktivnosti u kojoj se energija trosi duzi period, ali je
stopa potro$nje energije niza (60). Prva objavljena meta analiza o uticaju fizicke aktivnosti u
slobodno vreme na rizik od nastanka karcinoma plu¢a se zasniva na podacima iz dve baze
(MEDLINE i EMBASE). Podaci iz ove analize pokazuju da je rizik za nastanak karcinoma
pluca kod osoba koje u slobodno vreme cesto, tesko 1 energicno vezbaju manji za 25% do
38% (61). Najbolji efekti fizicke aktivnosti se postizu izmedu 54 i 62 godine zivota i kod

pusaca koji puSe manje od 44 kutije cigareta godiSnje (62).

1.3.5. Aerozagadenje

Vazduh zagaduju Cestice: kiselina, organskih hemikalija, metala, soli, prasine i zemljista. lako
je veza izmedu kvaliteta vazduha 1 nastanka raznih oboljenja u humanoj populaciji poznata od
antickog doba, svest o zdravstvenim efektima aerozagadenja probudena je tek u XX veku
(63,64). Ubrzan ekonomski razvoj i urbanizacija su praceni veéim aerozagadenjem i

povecanjem broja malignih oboljenja posebno karcinoma pluca (65,66,67).

1.3.6. Azbest

Azbest se primenjuje u industriji tekstila, papira, crepa, toplotne izolacije, cementnih ploca i
cevi. Ubraja se medu najvaznije profesionalne kancerogene, ali je rizik za nastanak karcinoma
pluca povecan i kod stanovnika koji zive u okolini rudnika azbesta. Azbest deluje samostalno,
indukuje fibrozu pluéa, povecava ucestalost p53 mutacija, moze da bude pokretac

genotoksi¢nih efekata duvanskog dima i doprinosi nastanku karcinoma pluca (65,68,69).
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1.3.7. Radon

Radon je inertni plin, nastaje radioaktivnim raspadom urana 238. Nakon raspada emituje alfa
Cestice koje se spajaju sa aerosolima, dospevaju do sluznice respiratornih organa gde
ispoljavaju kancerogeno delovanje (70,71). Rizik za nastanak karcinoma pluca je povecan kod
rudara puSaca zaposlenih u rudnicima sa loSom ventilacijom, ali i ukoliko je ekspozicija

radonom u stambenim prostorima niza od 200 bq/m3 (72,73, 74,75).

1.3.8. Druge bolesti

Kod razli¢itih oboljenja postoji poviSen rizik za nastanak karcinoma pluc¢a. Osim veze sa
intersticijalnom pneumonijom, koja je prvi put publikovana u Spaniji 1957. godine, postoji
niz drugih oboljenja respiratornog sistema kod kojih je rizik za nastanak karcinoma pluca
povisen (76,77). Retrospektivna analiza 17 studija iz Evrope 1 Severne Amerike (1984.god.-
2011.god.) pokazuje povisen relativni rizik za nastanak karcinoma plu¢a kod obolelih od:
emfizema pluca (2,44), hroni¢nog bronhitisa (1,47), pneumonija (1,57) i tuberkuloze (1,48)
(78). Pra¢enjem 4,8 miliona osoba u godinama rizika za nastanak karcinoma pluc¢a utvrdena je
povecana incidenca i stopa mortaliteta kod obolelih od autoimunih obolenja: diskoidni lupus
eritematozus (4,71 1 4,80), polimiozitis (4,20 i 4,17), dermatomiozitis (2,47 i 2,69), reumatska
groznica (2,07 1 2,07) 1 sistemska skleroza (2,19 1 1,98) (79). Lee je u meta analizi iz 2013.
godine pokazao da diabetes mellitus, bez obzira na tip, povecava rizik od nastanka karcinoma
plu¢a (1,11), prvenstveno kod Zena (80). Klein je objavio da je incidence HPV u karcinomu
pluca 24,5% u svetu i 17% u Evropi, ali je rizik poveCan 1 kod HIV (Human
Immunodeficijency Virus) pozitivnih 1 obolelih od AIDS-a (Aquired Immune Deficiency
Syndrom) (81,82).

Karcinom plu¢a nije uvek prvo maligno oboljenje. Kod obolelih od Hockinove bolesti
(Morbus Hodgkin) dijagnostikuje se kao drugo maligno oboljenje u 25,4% slucajeva prosecno
nakon 19,4 godina, kao tre¢e maligno oboljenje kod 26,8% obolelih prose¢no nakon 4,3

godine od druge dijagnostikovane maligne bolesti (83).

1.3.9. Familijarni faktori

Smatra se da je karcinom pluc¢a genetski uslovljen ukoliko je bolest dijagnostikovana kod
veceg broja srodnika obolelih u mladoj Zivotnoj dobi i onih s promenama lokusa 6q23-25p i
varijacije T790M u receptoru epidermalnog faktora rasta EGFR (84,85,86). Razumevanje

uloge pozitivne porodic¢ne istorije, kao bitnog faktora povisenog rizika u nastanku karcinoma
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pluca, trebalo bi da ima znacajnu ulogu u klinickom savetovanju i skriningu odgovarajuce
populacije (84).

1.4. KLINICKE MANIFESTACIJE I SIMPTOMI KARCINOMA
PLUCA

1.4.1. Intratorakalne manifestacije

Intratorakalne manifestacije nastale zbog karcinomom pluca su: perzistentni kaSalj praéen
mukopurulentnom ekspektoracijom (67%; 88%) dispnea (51%; 62%), iskaSljavanje krvi
(14%; 27%) 1 bol u grudnom koSu (41%; 28%) (87,88). Drugi simptomi su redi. Sindrom
gornje Suplje vene se javlja kod manje od 10% obolelih, najéesce u sitnocelijskom karcinomu
(45%), udruzen je sa medijastinalnom i cervikalnom limfadenopatijom, prac¢en glavoboljom i
poremecenim vidom. Intenzivan, lokalizovan i perzistentan bol u grudnom kosu ukazuje na
postojanje direktne invazije pleure ili zida grudnog koSa (2,16%). Bol u ramenu i ruci
(Pancoast-ov sindrom), ipsilateralni Hornerov sindrom i promuklost ¢esto nisu prepoznati kao
simptomi karcinoma pluca dok su maligni pleuralni izliv (14%) i perikardni izliv (2%)

posledice Sirenja karcinoma pluca, pogorsavaju dispneu i dovode do letalnog ishoda (89,90).

1.4.2. Ekstratorakalne manifestacije

Gubitak apetita 1 telesne teZine, groznica, generalizovana slabost, glavobolja, mucnina,
povracanje, zariSni neuroloS$ki simptomi, konfuzija i1 psihi¢ki poremecaji su posledica
metastatske bolesti. Metastaze su najcesce u kostima, nadbubreznim zlezdama, jetri, mozgu,

supraklavikularnim i prednjim cervikalnim limfnim ¢vorovima (87,88,89,90).

1.4.3. Paraneoplasti¢ni sindrom

Paraneoplasti¢ni sindrom (PNS) je grupa simptoma koji su posledica produkcije bioloski
aktivnih supstanci od strane tumora ili odgovora organizma na nastala tumorska antitela.
Mada se moZe javiti sa karcinomima razli¢ite lokalizacije, naj¢eSce je udruzen sa karcinomom
pluca, ceS€e sa sitnoCelijskim karcinomom 1 nesitnocelijskim karcinomom sa
neuroendokrinom diferencijacijom, ali 1 kao prvi simptom ili znak recidiva nakon sprovedene

terapije (91,92).

1.5. TNM KLASIFIKACIJA I STADIJUM KARCINOMA PLUCA

Histoloska klasifikacija karcinoma pluc¢a ima akademski 1 prakti¢ni znacaj, odreduje bioloSko

ponasanje, terapijski odgovor i prognozu bolesti. Tradicionalna histoloska klasifikacija,
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predlozena od strane Svetske zdravstvene organizacije (SZO), proSirena je genetskim i

klini¢kim informacijama 2004. godine (93).

Anatomska prosirenost karcinoma pluca je odredena na osnovu kriterijuma TNM klasifikacije
koja je od 50-ih godina XX veka pretrpjela brojne izmene. Poslednja revizija iz 2009. godine
se primenjuje od 2010. godine. Slovo T predstavlja status primarnog tumora, slova i brojevi
koji se dodaju pokazuju veli¢inu tumora i stepen njegove prosirenosti, odnosno da li tumor
zahvata pleuru ili okolne vitalne organe (Tabela 1.). Slovo N pokazuje da li se maligna bolest
prosirila u limfne ¢vorove (intrapulmonalini, segmentalni, hilarni, interlobarni, medijastinalni
1 supraklavikularni limfni ¢vorovi) (Tabela 2.). Slovo M ukazuje na prisustvo ili odsustvo
metastaza u kontralateralnom pluénom krilu ili udaljenim organima i tumaci se kao prosirena
maligna bolest (Tabela 3.). Stadijum maligne bolesti je odreden parametrima TNM
klasifikacije. Podela stadijuma bolesti na Cetiri osnovna (od I do IV), od kojih su stadijumi I,

IT 1 IIT podeljeni u podgrupe a i b, ima terapijski i prognosticki znacaj (94,95) (Tabela 4.).

Tabelal. Status primarnog tumora.

Tis Karcinom in situ

Tl Tumor < 3 cm okruzen plué¢ima ili visceralnom pleurom, i bez bronhoskopske evidencije o invaziji
proksimalno od lobarnog bronha

Tla Tumor < 2 cm u najvecem dijametru
T1lb Tumor > 2 cm i < 3 cm u najveéem dijametru
T2 Tumor > 3 cm u najvecem dijametru ili tumor sa bilo kojom od slede¢ih karkateristika: 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 >3 cmi<5cm
T2b Tumor>5cmi<7cm
T3 Tumor > 7 cm u najvecem dijametru ili tumor sa bilo kojom od sledecih karakteristika: direktno zahvata:

grudni zid, dijafragmu, freni¢ni nerv, medijastinalnu pleuru, parijetalni perikard, glavni bronh na manje od
2 c¢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.
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Tabela 2. Regionalni limfni ¢vorovi- N status.

NO Bez metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima

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

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

N3 Metastaze u kontralateralnim medijastinalnim, kontralateralnim hilarnim; u ipsilateralnim i/ili

kontralateralnim skalenskim ili supraklavikularnim limfnim ¢vorovima

Tabela 3. Udaljene metastaze- M status.

MO Bez udaljenih metastaza

Ml Udaljene metastaze

Mla Odvojeni tumorski nodus (i) u kontralateralnom reznju; tumor sa pleuralnim nodusima ili maligni
pleuralni i/ili perikardni izliv

Mlb Udaljene metastaze

Tabela 4. Stadijum bolesti.

/™M NO N1 N2 N3
Tl Tla IA ITA A 1B

T1b IA ITA IIIA 111B
T2 T2a IB ITA A 1B

T2b ITA 1IB A 1B
T3 IIB IITA A 1B
T4 IIA IITA 1B 1B
Mla, b v v v v

1.6.  ADENOKARCINOM PLUCA

Prema definiciji SZO adenokarcinom je maligni tumor epitelnog porekla sa glandularnom

diferencijacijom, produkcijom mucina ili ekspresijom pneumocitnih imunohistohemijskih

markera. HistoloSki pokazuje jedan ili viSe arhitektonskih aranZmana: bronhioloalveolarni

(lepidi¢ni), acinarni, papilarni, mikropapilarni ili solidni (93).
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1.6.1. Makroskopski izgled adenokarcinoma pluca

Adenokarcinom pluéa najcesSce raste kao periferni ¢vor zvezdastih ili lobuliranih ivica sa
centralnom oziljacnom fibrozom prosaranom antrakoticnim pigmentom. Visceralna pleura
iznad tumora Cesto je zadebljana 1 uvucena u obliku slova V (Slika 1.). U ve¢im tumorima se
mogu naci podrucja nekroze i krvarenja te tumor poprima izgled “tumorske kaverne”. Rede
tumor raste kao endobronhijalni plak ili polip oblozen intaktnom sluznicom,
“pseudomezotelijalno” zadebljanje, intramuralno ili difuzno-mrezasto (retikularno odnosno

limfangiti¢no) (93).

Slika 1. Makroskopski izgled adenokarcinoma pluca.

1.6.2. IATSL/ATS/ERS Klasifikacija preinvazivnih lezija i adenokarcinoma pluc¢a u
hirur§kim uzorcima

Mondiale de la Santé organizacija je 1967. god. podrzala ideju o neophodnoj standardizaciji
tumorske nomenklature u svakom organu, pre svega s ciljem da disciplinuje patologe koji su
za istu leziju koristili razli¢ite nazive. Iz navedenih razloga je nastala prva plava knjiga SZO

zasnovana na histoloskoj klasifikaciji neoplazmi u svakom organu (96,97).

Imajué¢i u vidu da razli€iti histomorfoloski parametri uo€eni u pojedinim tipovima
adenokarcinoma plué¢a pruzaju dodatne prognosticke informacije Noguchi je 1995. god.

predlozio da se mali periferni adenokarcinomi pluc¢a klasifikuju na osnovu histoloSkog izgleda
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u Sest grupa koje bi pre svega imale prognosticki znacaj (104,105). Medutim, do 2011. godine
najcesce je primenjivana klasifikacija je SZO iz 2004. godine (93,100) (Tabela 5.).

Tabela 5. Klasifikacija adenokarcinoma plu¢a SZO iz 2004. godine.

Adenokarcinom

Mesoviti tip adenokarcinoma

Acinarni adenokarcinom

Papilarni adenokarcinom

Bronhioloalveolarni karcinom
nemucinozni,
mucinozni,

meSoviti nemucinozni 1 mucinozni ili neodreden.

Solidni adenokarcinom sa produkcijom sluzi

Varijante adenokarcinoma:

Embrionalni (fetalni)

Mucinozni (koloidni)

Karcinom izgleda prstena pecatnjaka

Svetloc¢elijski adenokarcinom

Nova dostignuca iz medicinske onkologije, radiologije i molekularne biologije nametnula su
potrebu za novom klasifikacijom adenokarcinoma pluca i multidisciplinarnom pristupu ovoj
bolesti. Stoga je internacionalni tim sastavljen od svetskih eksperata: patologa, pulmologa-
onkologa, radiologa, biologa 1 torakalnih hirurga u okviru Internacionalne asocijacije za
proucavanje karcinoma pluca (International Association for the Study of Lung Cancer-
IASLC), americkog torakalnog drustva (American Thoracic Society-ATS) 1 evropskog
respiratornog drustva (European Respiratory Society-ERS) predlozio novu klasifikaciju
adenokarcinoma pluca u sitnim biopsijama 1 citoloSkim uzorcima (Tabela 6.), klasifikaciju
preinvazivnih lezija 1 adenokarcinoma u hirurski reseciranim uzorcima (Tabela 7.), koja ima
za cilj da omogu¢i uniformnu terminologiju i dijagnosticke kriterijume, komparaciju medu

svetskim studijama (100). Ova klasifikacija ima prednosti u personalizovanom pristupu

11
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pacijentima, boljoj selekciji pacijenata za molekularna testiranja 1 pokazuje bolju

prognosti¢ku vrednost u odnosu na ranije klasifikacije (101,102,103).

Tabela 6. IASLC/ATS/ERS terminologija adenokarcinoma plu¢a u sitnim biopsijama i/ili citoloskim uzorcima.

IATSL/ATS/ERS terminologija

Adenokarcinom
Lepidi¢ni
Acinarni
Papilarni
Mikropapilarni
Solidni
Drugi

Nemikrocelularni karcinom verovatno adenokarcinom

Nemikrocelularni karcinom sa morfologijom skvamoznog karcinoma i adenokarcinoma

Nemikrocelularni karcinom, ne moze se dalje klasifikovati

Tabela 7. IASLC/ATS/ERS klasifikacija adenokarcinoma i preinvazivnih lezija u hirurski reseciranim uzorcima.

Preinvazivne lezije

Atipi¢na adenomatozna hiperplazija
Adenokarcinom in situ
Nemucinozni
Mucinozni

Mesani

Minimalno invazivni adenokarcinom

Nemucinozni
Mucinozni

Mesani

12
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Tabela 7 nastavak

Invazivni adenokarcinom

Lepidi¢no predominantni
Acinarno predominantni
Papilarno predominant
Mikropapilarno predominantni

Solidno predominantni

Varijante invazivnog adenokarcinoma

Invazivni mucinozni
Koloidni
Fetalni

Crevni

1.6.2.1. Preinvazivne lezije

1.6.2.1.1. Atipi¢na adenomatozna hiperplazija

Atipi¢na adenomatozna hiperplazija (AAH) je preinvazivna lezija, predstavlja lokalizovanu

proliferaciju blago do umereno atipi¢nih pneumocita Il 1 Clara ¢elija duz alveolarnih septi 1

respiratornth bronhiola sa vidljivim prostorima izmedu celija (Slika 2.). Clara Celije su

cilindri¢ne, ispupcene eozinofilne citoplazme put alveolarnih prostora. Pneumociti tipa II su

kubi¢nog ili kupolastog oblika, fino vakuolizovane, svetle ili penusave citoplazme. Mogu se

naci intranuklearne eozinofilne inkluzije, mitoze 1 bijedarni oblici (93,100,104).
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Slika 2 Atipi¢na adenomatozna hiperplazija, H&E,200x
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Makroskopski ima izgled nejasno ograni¢enog tamno-zutog nodusa veli¢ine < 5 mm.
Najcesce se nalazi na periferiji in situ ili invazivnog adenokarcinoma. AAH se nalazi kod 2%-
4% obdukovanih bez karcinoma pluéa i kod 35% Ilobektomija zbog adenokarcinoma

(93,100,104).
1.6.2.1.2. Adenokarcinom in situ

Adenokarcinom in situ (AIS) je redak tip tumora velicne < 3 cm, dijagnostikuje se samo u
hirurSki reseciranim uzorcima. Ranije je bio poznat kao bronhioloalveolarni karcinom (BAK)
1 predstavlja proliferaciju blago atipi¢nih ¢elija duz normalnih ili skleroti¢no izmenjenih
alveolarnih septi pokazujuci Cist lepidicni tip rasta. Papile, mikropapile, intraalveolarne grupe

¢elija tumora, invazija strome, pleure i vaskularnih prostora nije prisutna (Slika 3.).

Slika 3. Nemucinozni tip AIS, H&E,200x

Poznata su dva tipa AIS: nemucinozni i mucinozni tip. Nemucinozni tip raste u vidu ¢vora,
¢elije tumora su TTF-1 pozitivni pneumociti tipa II i/ili Clara ¢elije. Mucinozni AIS ima
pneumonicni tip rasta, alveolarne septe su obloZene visokim cilindri¢cnim TTF-1 negativnim i
CK20 pozitivnim ¢elijama bazalno smestenih jedara i obilnog intracitoplazmatskog mucina te

podsecaju na peharaste celije (93,100,105).
1.6.2.2. Minimalno invazivni adenokarcinom

Minimalno invazivni adeno-karcinom (MIA) je redak, veli¢ine < 3cm, dijagnostikuje se samo
u hirurski reseciranim uzorcima. Raste u vidu solitarnog perifernog ¢vora sa centralnom
fibrozom 1 antrakoti¢nom pigmentacijom ne tako retko i sa pupcastim uvlacenjem visceralne

pleure (Slika 4.).

14
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Slika 4. Makroskopski izgled MIA.

Histoloski ima predominantno lepidi¢ni tip rasta i invaziju < 5 mm. Ukoliko je prisutno vise

fokusa invazije oni se ne sabiraju. Na invaziju ukazuje:
1) prisustvo drugih histoloSkih tipova (acinarni, papilarni, mikropapilarni i/ili solidni),

2) jasna infiltracija miofibroblastne strome ¢elijama tumora (Slika 5.).

Slika 5. Invazija strome grupama tumorskih ¢elija u MIA, H&E,400x.

MIA iskljucuje tumore sa invazijom limfnih i krvnih sudova ili pleure kao i tumore sa jasnom

tumorskom nekrozom (93,100,105).

S obzirom na produkciju sluzi MIA je podeljen na nemucinozni i mucinozni tip. Kod
nemucinoznog MIA utvrdena je pozitivna ekspresija pneumocitnih markera (TTF-1 i napsin

A). Nasuprot navedenom kod mucinoznog MIA imunoreaktivnost je slicna imunoreaktivnosti
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invazivnog mucinoznog adenokarcinoma u kome pneumocitni markeri imaju tendenciju da

budu negativni, dok su CK20 i HNF4A pozitivni (106).
1.6.2.3. Invazivni adenokarcinom

Prema IASLC/ATS/ERS klasifikaciji meSoviti tip invazivnog adenokarcinoma, koji se nalazi
kod 80% do 95% operisanih tumora podeljen je na: lepidi¢no, acinarno, papilarno,
mikropapilarno i solidno predominantni tip i varijante: invazivni mucinozni, koloidni, fetalni i
crevni tip. Podela na predominantni tip je izvrSena na osnovu semikvantitativne procene
svakog histoloskog tipa koji je zastupljen u > 5% celokupnog tumora (100,107,108).
Predominantni tip je procentualno najzastupljeniji tip u tumoru i najceS¢e se nalazi u
metastazama (109). Medutim, solidni i mikropapilarni tip se bez obzira na procentualnu
zastupljenost u primarnom tumoru cesto nalaze u metastazama (110). HistoloSka grada
adenokarcinoma u momentu recidiva bolesti moze da bude izmenjena (103, 111). Ovakav
pristup obezbeduje bolju korelaciju izmedu histoloskih tipova, molekularnih i klini¢kih
karakteristika i predstavlja snazan prognosticki faktor prezivljavanja Sto nije slucaj sa

tradicionalnom klasifikacijom iz 2004. godine (93,100).
1.6.2.3.1. Lepidi¢no predominantni tip

Lepidi¢no predominantni tip invazivnog adenokarcinoma predstavlja proliferaciju pneumocita
tipa Il ili Clara ¢Celija duz alveolarnih septi sa najmanje jednim fokusom invazije koji je veci
od 5 mm, prisustvom drugog histoloskog tipa (acinarni, papilarni, mikropapilarni 1/ili solidni)
ili miofibroblastne strome koja je infiltrovana ¢elijama tumora (Slika 6.). Za razliku od MIA u
lepidi¢no predominantnom tipu je prisutna: nekroza, invazija pleure, limfnih i vaskularnih

prostora (100).

Slika 6. Lepidi¢no predominantni tip, H&E,200x.
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U pojedinim slucajevima za procenu invazije koristi se bojenje elastike po Verhoff Van
Gieson (VVG). Sakurai sa saradnicima je primetio intaktna elasticna vlakna u podrucjima

lepidi¢nog rasta i poremecena elasti¢na vlakna u podrucjima stromalne invazije (112).

Lepidi¢no predominantni tip je redak predominantni obrazac, zastupljen u manje od 20%
operisanih bolesnika (87). Najcesc¢e raste u vidu periferno lokalizovanog ¢vora, prosecno je
manji od 35 mm. Recidivi bolesti, metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima i invazija
visceralne pleure su retki (103,105, 113). Kod bolesnika sa lepidicno predominantnim tipom
adenokarcinoma srednje vreme preZivljavanja je 72,5 meseci, a petogodiSnje prezivljavanje

oko 100% (114,115).
1.6.2.3.2. Acinarno predominantni tip

Acinarno predominantni tip je sagraden od: adenoidno, tubularno, acinarno i kribriformno
aranziranih tumorskih ¢elija. Unutar adenoidnih lumena i citoplazme tumorskih ¢elija moze
da se nade mucin. Ukoliko lumeni nisu jasno definisani jedra tumorskih ¢elija su periferno
postavljena put bazalne membrane dok je citoplazma centralno lokalizovana put lumena

(Slika 7.) (100).

Slika 7. Acinarno predominantni tip, H&E,100x.

Na invaziju strome u acinarno predominantnom tipu ukazuje: disrupcija elasti¢ne pozadine sa
prekinutim i1 zguZzvanim elastiénim vlaknima, dezmoplasti¢na stroma i nasumice razbacane
zlezde. Poremecena alveolarna arhitektonika 1/ili miofibroblastna stroma pomazu u

diferenciranu acinarnog tipa od AIS (116).

Acinarno predominantni tip je zastupljeniji u studijama sa ve¢im brojem ispitanika, veli¢ine je
oko 4 cm (113,117,118,119). Kod bolesnika sa acinarno predominantnim tipom srednje vreme

preZivljavanja je 71 meseci, a petogodiSnje preZivljavanje 82,1% (114,120).
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1.6.2.3.3. Papilarno predominantni tip

Papilarno predominantni tip je sagraden od prstolikih vezivno-vaskularnih proliferata
oblozenih tumorskim celijama (Slika 8.). Diferencijalno dijanosticki problem predstavljaju
tangencijalni rezovi alveolarnih pregrada u AIS. Ukoliko tumor pokazuje lepidi¢ni tip rasta,
ali su alveolarni prostori ispunjeni papilama tumor se klasifikuje kao papilarni tip (100). U
reSavanju diferencijalno dijagnosticke dileme izmedu lepidicnog i papilarnog tipa koristi se

VVG bojenje (112).

Slika 8. Papilarno predominantni tip,H&E200x.

Frekvenca papilarno predominantnog tipa u publikovanim radovima je varijabilna (u rasponu
od 10,1% do 17,2%) kao i prosecna veli¢ina (u rasponu od 4,84 cm do 7 cm) (87,113,117).
Campos-Parra navodi da se kod bolesnika sa proSirenom bolesti papilarno predominantni tip
ponasa sli¢no agresivnijim tipovima kao $to su mikropapilarno i solidno predominantni tip
(87). Srednje vreme preZivljavanje bolesnika sa papilarno predominantnim tipom

adenokarcinoma je 42,2 meseci, a petogodisSnje prezivljavanje 84,5% (114,120).
1.6.2.3.4. Mikropapilarno predominantni tip

Mikropapilarno predominantni tip grade minimalno atipi¢ne male kubi¢ne ¢elije koje u vidu
Cuperaka ili Zlezdanih struktura plutaju u alveolarnim prostorima, mogu da se nadu i

psamomska tela (Slika 9.) (100).
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Slika 9. Mikropapilarno predominantni tip: plutajuce grupe tumorskih ¢elija, H&E,400x.

Ohe razlikuje dve komponente mikropapilarnog tipa. Aerogena mikropapilarna komponenta
se lako prepoznaje po tumorskim ¢elijama koje plutaju unutar alveolarnih prostora. Stromalnu
mikropapilarnu komponentu ¢ine grupe tumorskih éelija bez centralne vezivno-vaskularne
osnove okruzene praznim prostorima i procenjuju se kao invazivna komponenta u stromi

(122).

Mikropapilarno predominantni tip je redak (u rasponu od 3,5% do 23%) (87,110,113).
Prosecno je manji od 5 cm, podjednako zastupljen kod oba pola i ¢es¢e metastazira u odnosu
na ostale tipove (113,119,123,124,125). Prisustvo mikropapilarne komponente u primarnom
tumoru, bez obzira na procentualnu zastupljenost, predstavlja prediktor agresivnog klinickog
ponasanja i udruzeno je sa loSom prognozom stoga je potreban oprezan klinicki tretman i
praéenje takvih bolesnika (125,126). Petogodisnje prezivljavanje je manje od 50%, a srednje

vreme prezivljavanja 41,6 meseci (114).
1.6.2.3.5. Solidno predominantni tip

Solidno predominantni tip adenokarcinoma sa produkcijom mucina grade poligonalne
tumorske celije arazirane u solidne plaze, slabo podsec¢a na druge tipove adenokarcinoma
stoga diferencijalno dijagnosticki problem moze da predstavlja odvajanje ovog tipa od

kruponocelijskog i skvamoznog karcinoma (Slika 10.) (100,107,118,120).
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Slika 10. Solidno predominantni tip, H&E,100x.

Prisustvo solidno predominantnog tipa je varijabilno (u rasponu od 12,38% do 50%)
(87,106,120). Prose¢ne velicine je oko 5 cm. Limfovaskularna i pleuralna invazija, nekroza i
metastaze su ¢eS¢e u odnosu na ostale tipove. lako moZe da se nade u svim stadijumima
bolesti u I stadijumu je redak kada pokazuje i nizu TTF-1 ekspresiju (107,110,113,119).
Petogodisnje prezivljavanje bolesnika sa solidno predominantnim tipom adenokarcinoma je

74,2% (120).
1.6.2.4. Varijante invazivnog adenokarcinoma
1.6.2.4.1. Invazivni mucinozni adenokarcinom

Mucinozni adenokarcinom raste u vidu nejasno ograni¢enog ¢vora Zelatinoznog izgleda bez
centralne fibroze, antrakoti¢ne pigmentacije ili uvlac¢enja pleure. Neki od ovih tumora rastu u
vidu diseminiranih ¢vorova ili pokazuju difuznu konsolidaciju pluénog parenhima koja

podseca na lobarnu pneumoniju (100).

Invazivni mucinozni adenokarcinom je redak (113). Tumorske celije su peharaste ili
cilindri¢ne, blago atipi¢ne sa obilnim intracitoplazmatskim mucinom koji se moZe na¢i i u

alveolarnim prostorima (Slika 11.).
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Slika 11. Mucinozni tip adenokarcinoma, H&E,200x.

Ovi tumori pokazuju meSavinu lepidi¢nog, acinarnog, papilarnog, mikropapilarnog i solidnog

tipa rasta. Kada je prisutna stromalna invazija koli¢ina mucina je manja, a atipija veca (100).

Invazivni mucinozni adenokarcinom se razlikuje od AIS i MIA sa mucinoznim izgledom na

osnovu jednog ili vise kriterijuma:

a) tumor je veci od 3 cm,

b) podrucje invazije je vece od 5 mm,

c¢) tumor raste u vidu multiplih 1 nejasno ogranicenih nodusa (100).
1.6.2.4.2. Koloidni adenokarcinom

Koloidni adenokarcinom naj¢eSc¢e raste u vidu jasno ogranicenog perifernog ¢vora ili mase,
meke je konzistencije, na preseku Zelatinoznog izgleda i €esto citi¢no izmenjen. Histoloski se
u koloidnom adenokarcinomu nalaze jezera ekstracelularnog mucina koja Sire alveolarne
prostore, kidaju alveolarne pregrade i sadrze klastere minimalno atipi¢nih mukoprodukujuéih
tumorskih celija Cesto peharastog izgleda (Slika 12.). Tumor se klasifikuje kao koloidni
adenokarcinom kada je ova komponenta predominantna. Ranije dijagnostikovan mucinozni
cistadenokarcinom je ekstremno redak, danas je poznat kao koloidni adenokarcinom sa
cisti‘tnim promenama. Ciste su ispunjene koloidom, oivicene peharastim ili kubi¢nim
mukoprodukuju¢im éelijama, a u zidu cisti se nalazi infiltrat histiocita 1 reakcija tipa oko

stranog tela (88,94).
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Slika 12. Koloidni adenokarcinom, H&E,200x.
1.6.2.4.3. Fetalni adenokarcinom

Fetalni tip adenokarcinom pluca raste u vidu jasno ogranic¢enog, neinkapsulisanog ¢vora ili
mase. Na preseku je belicasto-braonkast, delom cisti¢an sa podru¢jima krvarenja. Histoloski
je sagraden od adenoidno aranziranih necilijarnih i glikogenom bogatih ¢elija uklopljenih u
fibromiksoidnu stromu te podseca na fetalna pluca (Slika 13.). S obzirom na jedarnu atipiju,
prisustvo skvamoznih morula i drugih tipova adenokarcinoma, koli¢inu nekroze i strome kao 1

imunofenotip fetalni adenokarcinom je podeljen na dobro i lose diferentovani tip (93,100).

Slika 13. Fetalni adenokarcinom plu¢a H&E 200x.

1.6.2.4.4. Adenokarcinom sa crevnom (enteri¢cnom) diferencijacijom

Adenokarcinom pluéa sa crevnom (entericnom) diferencijacijom raste u vidu jasno

ograni¢enog periferno lokalizovanog sivkasto-beli¢astog ¢vora ili mase sa fokusima Zzuckaste
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nekroze. HistoloSki podseca na adenokarcinom kolorektuma sagraden od adenoidno,
tubularno, papilarno 1 kribriformno  aranziranih  visokih  cilindricnih  ¢elija
pseudostratifikovanih vezikularnih jedara i eozinofilne citoplazme sa podrucjima geografskih
ili taCkastih nekroza (Slika 14.). Ukoliko je tumor heterogen sa enteri¢nim izgledom u >50%
re¢ je o primarnom pluénom adenokarcinomu sa entericnom diferencijacijom. Kako neki od
ovih tumora pored entericne morfologije imaju enteri¢ni imunofenotip (pozitivan CDX i
CK20, a negativan CK7) dijagnostikuje se tek nakon S$to je klinicki isklju¢eno postojanje

primarnog entericnog tumora u gastrointestinalnom traktu (100).

Slika 14. Enteri¢ni tip adenokarcinoma.

1.6.2.5. Prognosticki znacaj IASLC/ATS/ERS Klasifikacije invazivnog adenokarcinoma
pluéa

Razli¢iti histomorfoloski parametri uoceni u pojedinim tipovima adenokarcinoma plu¢a mogu
da pruze dodatne prognosticke informacije. Imaju¢i u vidu da funkcionalni fenotipovi
odrZavaju osnovni genotip koriStenje histomorfoloskih parametara kao pokazatelja prognoze
bolesti je atraktivno jer je njihovo odredivanje brzo, jeftino i odreduje se u momentu
postavljanja dijagnoze dok je odredivanje molekularnog profila trenutno skupo i u mnogim
sredinama nedostupno (103). S obzirom na prognozu bolesti adenokarcinom pluca je podeljen
u tri grupe. AIS, MIA i lepidi¢no predominantni tip su svrstani grupu sa dobrom prognozom,;
acinarno 1 papilarno predominantni tip u grupu sa intermedijernim klini¢kim ponasanjem dok
mikropapilarno i solidno predominantni tip, te posebno izdvojeni koloidni i mucinozni

adenokarcinom imaju loSu prognozu (100,103,108).
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Grafikon 1. Prognosticki znacaj predominantnih tipova invazivnog adenokarcinoma pluca. (Preuzeto:. Eguchi T,
Kadota K, Park BJ, Travis W, Adusumilli P. Lung adenocarcinoma classification: what the surgeon should
know. Semin Thorac Cardiovasc Surg. 2014 Autumn;26(3):210-22).

1.7. MORFOLOSKA DIJAGNOSTIKA ADENOKARCINOMA PLUCA

I pored na¢no-tehnoloskog napretka pre svega u oblasti radiologije i bronhoskopije dijagnoza

adenokarcinoma je i dalje morfoloska (citoloSka i patohistoloska) (Grafikon 2.).

Patohistologki uzorci Citologki uzorci

+ Biopsijskiuzorei (bronhobiopsija. *Esfolijativni citologki nzorci (sputin. aspirat
transbronhijalna biopsija. biopsija pleure. Pr01ﬂ1gb1ls bronha dobijen bron_lug alnim
otvorena biopsija (VMS/VATS), perkutana ¢etkanjem. bronhoalveolarnalavaza)

transtorakalna biopsija.
* Agpiracioni citoloski uzorci (pleuralni izliv.,
perikardijalni izliv, perkutani transtoralkalni

- I-'J:ZOI'Ci d'?bij eni hiturskom resekcijom punktati, punktati uvecanih limfnih ¢vorova,
( _Wedge - S_e_gl'}'lentekton’u_] a, lot_)_ektornlj a, punktati subkutanih i ndaljenih metastaza (jetra,
bilobektomijai pneumonektomija) nadbubreg i dr. ). transbronhijalni punktati,

transtrahealni punlktati. transtorakalna punkcija.

Grafikon 2. Vrste dijagnostickih uzoraka u pluénoj onkologji.

1.7.1. Citoloska dijagnoza adenokarcinoma

Citoloska analiza je: jednostavna, laka, brza, jeftina, minimalno invazivna i za pacijenta
najmanje bolna dijagnosti¢ka procedura koja moZze da se izvodi i u ambulantnim uslovima.
Citoloski uzorak se priprema kao ¢elijski razmaz ili parafinski Celijski blok (Slika 15.) (127,
128,129,130,131).
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Slika 15. Citolo$ki uzorci.

U skladu sa c¢injenicom da je histolosSka slika adenokarcinoma pluéa heterogena i njegov
citologki izgled je varijabilan. Zlezdanu morflogiju mogu da predstavljaju cilindri¢ne éelije sa
centralnim lumenom, ravne plaZe izgleda pcelinjeg saca, trodimenzionalne loptaste nakupine
¢elija, razgranate grupe sa ravnim luminalnim granicama, pseudopapilarni agregati ili prave
papile sa centralnim fibrovaskularnim jezgrom. Citoplazma je ve¢inom bazofilna, homogena,
providna, granularna ili penusava sa prisutnim vakuolama koje potiskuju jedro ka periferiji te
¢elija poprima izgled prstena pecatnjaka. Jedra su okrugla ili ovalna, ekscentricno postavljena
i jedarne membrane su jasno definisane. Hromatin je fino granuliran i dispergovan kod dobro
diferentovanih tumora, a grub kod srednje i lose diferentovanih tumora. Veéina tumorskih

¢elija ima prominentne i1 acidofilne makronukleoluse (Slika 16.) (93,127,129,132).

Slika 16. Celije adenokarcinoma, MGG, 400x.

U respiratornoj citologiji postoje brojne zamke i stanja koja oponaSaju maligne procese te je
potreban poseban oprez kod akutno obolelih bez radioloski evidentnog nodusa ili mase, kod
bolesnika koji su prethodno primali terapiju ili su bili podvrgnuti drugom invazivnom

dijagnostickom postupku (133, 134).
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1.7.2. Imunohistohemijska dijagnoza adenokarcinoma

U velikom broju slucajeva mogucée je razlikovati adenokarcinom od drugih histoloskih tipova
karcinoma pluéa samo na osnovu standardnih morfoloskih kriterijuma bojenjem sa
hematoksilinom i1 eozinom (H&E). Diferencijacija je otezana kod: slabo diferentovanih
tumora gde su glavna obeleZja suptilna, malih uzoraka u kojima je morfoloska diferencijacija
slabije izrazena zbog oskudne celularnosti, kra§ artefakata ili disperzije ¢elija. Uvek treba
imati na umu da se oko 70% nemikrocelualrnih karcinoma plu¢a u momentu postavljanja
dijagnoze nalazi u neresektabilnoj fazi bolesti, te da analizirani uzorak predstavlja jedini
materijal u kome se bolest dijagnostikuje, obavlja molekularno testiranje i na osnovu koga se

odreduje terapija (135).

Imunohistohemijski profil adenokarcinoma zavisi od histoloskog tipa i stepena diferencijacije
tumora (132). U razlikovanju loSe diferentovanog adenokarcinoma od skvamoznog karcinoma
koriste se: citokeratini (CK5/6 i CK7), Thyroid Transcription Factor (TTF-1), napsin A, p63 i
p40 (135,136,137). Za razliku od skvamoznog karcinoma koji pokazuje homogen imunoprofil

adenokarcinom pokazuje znacajnu imunoheterogenost (135).
1.7.2.1. TTF-1

TTF-1 enkodira NKX2-1gen 1 ima vaznu ulogu u morfogenezi plu¢a. Imunohistohemijski se
detektuje u jedrima bronhiolarnog epitela, a kod odraslih dodatno eksprimira pneumocite tipa
2 1 Clara celije. U visokom procentu TTF-1 se eksprimira i u adenokarcinomu pluca
(106,138,139). Nivo ekspresije je ve¢i kod tumora manjih dimenzija sa nizim mitotskim
indeksom 1 boljom diferencijacijom. TTF-1 ima 1 prognosticki znacaj, TTF-1 negativni
adenokaricnomi pokazuju loSiju prognozu, ceS¢e recidiviraju 1 imaju krate vreme
prezivljavanja u odnosu na TTF1 pozitivne tumore (11,8 vs 27,4 meseci, p=.001) (140).
EGFR mutacije su ¢eS¢e kod TTF-1 pozitivnih adenokarcinoma (141,142,143). Kako su
EGFR mutacije detektovane i1 kod bolesnika sa TTF-1 negativnim adenokarcinomom pluca
TTF-1 negativnost ne treba da bude kriterijjum za njihovo isklju€ivanje iz EGFR
molekularnog testiranja (140,142). Rezultat imunohistohemijske ekspresije treba da bude
sastavni deo izveStaja patologa Sto bi doprinelo boljoj selekciji pacijenata u grupu sa visokim

rizikom (106,138).
1.7.2.2. Drugi imunohistohemijski markeri

Pored TTF-1 i drugi imunohistohemijski markeri imaju prognostic¢ki znacaj (137). Odsustvo

ekspresije napsina A u hirurSki reseciranom adenokarcinomu plu¢a je pokazatelj lose
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prognoze bolesti (136). Timidin kinaza 1 (TK1) pozitivnost je veca kod bolesnika sa
limfogenim metastazama i uznapredovalim stadijumom bolesti (144). Kod bolesnika sa
pozitivnim Ki 67 nakon videoasistirane segmentektomije treba razmotriti primenu adjuvantne
hemioterapije ili lobektomiju (145). Protein ekstracelualrnog matriksa Laminin 5 ima klju¢nu
ulogu u: interéelijskoj adheziji, ¢elijskoj migraciji i tumorskoj invaziji. Njegova povecana
ekspresija Laminina 5 moze da bude udruZena sa invazijom limfovaskualrnih prostora i pleure

i da ukaze na losu prognozu bolesti (120).

Tumori razli¢itih anatomskih lokalizacija cCesto metastaziraju u plucéa. Primena
imunohistohemije ima vaznu, ali ne i presudnu, ulogu u odredivanju lokalizacije primarnog
tumora. Metastatski adenokarcinom ima tendenciju da je visSe homogen u odnosu na primarni
adenokarcinom plu¢a. U odredivanju porekla primarnog tumora koriste se brojni
imunohistohemijski markeri od kojih su najceS¢e u upotrebi: tireoglobulin (Stitna Zlezda),
CK20 i CDX-2 (debelo crevo), estrogen, progesteron i mamaglobin (dojka), kalretinin
(mezoteliom) (132,146). Treba imati na umu da ne postoje savrSeni markeri i da je neophodna

korelaciji patohistoloskog nalaza sa klini¢kom slikom bolesnika (135,147).

1.8.KARCINOGENEZA

O karcinogenezi su tokom vremena postojale razliCite hipoteze i teorije. Boveri je 1929.
godine tvrdio da osnovu karcinogeneze ¢ine hromozomske promene i tackaste mutacije gena
koje dovode do nekontrolisane proliferacije Celija. Zahvaljuju¢i napretku u sferi molekularne
biologije 1 genetike unapredena su saznanja o karcinogenezi i otvorene nove mogucnosti u
dijagnostici, terapiji i ranom otkrivanju malignih tumora. Tumorske celije su genetski
nestabilne, sklone genetskim oSte¢enjima u toku replikacije, pokazuju autonomnu sposobnost
proliferacije 1 smanjenu osetljivost na inhibitore rasta, izbegavaju programiranu ¢elijsku smrt,
imaju neograni¢enu sposobnost replikacije, angiogena aktivnost je povecana, poseduju
invazivni 1 metastatski potencijal. U pocetnoj fazi nastanka tumora sve celije su jednake-
monoklonalne. Danas se zna da su maligni tumori bolesti gena koje su klinicki vidljive za pet

do 10 godina.
Razvoj malignog tumora se odvija kroz faze:
1) inicijacija,

3) promocija,

4) progresija,
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5) metastaziranje.

Tumorska progresija je proces razvoja tumora od preneoplasti¢nih, displasti¢nih,
mikroinvazivnih promena do pojave invazivnog tumora. Pored kinetike rasta tumora, na
progresiju utice i tumorska vaskularizacija. Nova kapilarna mreza se razvija od strane okolnog
tkiva domacina, raste prema tumoru C¢iji rast ubrzava. Proces metastaziranja je dinamican,
odvija se kroz niz dogadaja: lokalna invazija, ulazak u vakularne ili limfne sudove,

zaustavljanje u ciljanim tkivima i rast metastatskih depozita (Slika 17.) (28,148,149,150).

Initiation Promotion Progression
Detoxification Angiogenesis Invasion & Metastasis
& Phase Il enzymes & Cell cycle arrest W NDP kinase WV Metalloproteinase
NQO1 MMP-2 and MMP-9
GST A Apoptosis ¥ RMNase A MT1-MMP
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GSH ¥ Inflammation
GSSG
W CYP enzymes
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Slika 17. Faze razvoja malignog tumora. (Preuzeto Pan MH, Chiou YS, Wang YJ, Ho CT, Lin JK. Multistage
carcinogenesis process as molecular targets in cancer chemoprevention by epicatechin-3-gallate. Food Funct.
2011 Feb;2(2):101-10.

Otkri¢e proto-onkogena i njihove sposobnosti da se pretvore u onokogene koji dovode do
nastanka malignog tumora predstavlja trijumf molekularne biologije za koji su J. Michael
Bishop i Harold Varmus dobili Nobelovu nagradu 1989. godine. Dominantni proto-onkogeni
stimuliSu Celijski rast 1 diferencijaciju. Recesivni antionkogeni, nazvani tumor supresorski
geni, suprimiraju stimulatorne aktivnosti (29,150). Svaki gen koji ucestvuje u regulaciji
procesa proliferacije i diferencijacije ¢elija moZe da bude mutiran, odnosno proto-onkogen

moze da se promeni u onkogen (151).
Mehanizmi pomocu kojih se proto-onkogeni pretvaraju u onkogene su:

a) tacCkaste mutacije koje deluju na podrucje presudno za vezivanje i hidrolizu GTP,
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b) hromozomske translokacije koje imaju za posledicu prejako izrazavanje proto-

onkogena i dovode do promene u gradi gena,

c) povecanje broja gena - umnozavanje i mnogostuko povecanje DNK nizova, dovodi do

prejake izrazenosti njihovih proizvoda proto-onkogena (28).
U rast karcinoma pluc¢a ukljucene su cetiri klase onkogena:
a) geni koji podstici rast tumora-onkogent,
b) geni koji zaustavljaju rast tumora poznati kao tumor supresorski geni-antionkogeni,
c) geni koji upravljaju apoptozom,

d) geni koji popravljaju greske u DNK (28,150,152).

1.8.1. Proto-onkogeni

Proto-onkogeni enkodiraju proteine koji su uklju€eni u prenos signala rasta i deluju kao geni
kontrolori. Transformacija proto-onkogena u onkogene je odgovorna za poremecaj kontrole
rasta. Faktori rasta (FR) uti¢u na: proliferaciju ¢elija, indukuju celijsku pokretljivost,
doprinose diseminaciji tumorskih ¢éelija i nastanku metastaza stoga mogu da budu potencijalne

mete terapijskog delovanja. Prvi FR (eritropoetin) je otkriven pre vise od jednog veka (149).
1.8.1.1. Epidermalni faktor rasta

Stanley Cohen je, 1z ekstrakta pljuvacne zlezde, kojim je tretirao populaciju miSeva, izolovao
supstancu odgovornu za ubrzanu proliferaciju misijeg epidermalnog epitela 1 epitela roznjace.
Cohen je novootkrivenu supstancu nazvao epidermalni faktor rasta (Epidermal Growth
Factor-EGF) 1 za svoj pionirski rad sa Ritom Levi-Montalcini podelio je Nobelovu nagradu za
fiziologiju 1 medicinu 1986. godine (153,154). EGF porodicu ¢ine sli¢ni polipeptidi: EGF,
transformisuci faktor rasta-o (TGF-a), neuregulin, amfiregulin, epiregulin i B-celulin. EGF je
protein, izgraden od 53 aminokiseline, ¢ija masa iznosi 6045 Da 1 koji poseduje 3
intramolekulske disulfidne veze (155). U drugoj polovini XX veka detektabilni nivoi EGF su
pronadeni u ekstraktima tkiva i telesnim tecnostima (amnionska te¢nost, mleko, pljuvacka,

pankreasni, Zeludacni i duodenalni sokovi, zu¢ 1 urin) (156).
1.8.1.1.1. Receptor epidermalnog faktora rasta

Stenley Cohen je 1 prvi opisao strukturu i funkciju receptora epidermalnog faktora rasta
krajem XX veka (157). Receptor epidermalnog faktora rasta (Epidermal Growth Factor
Receptor-EGFR odnosno ErbB1/HER1) pripada porodici receptora protein-tirozin kinaze,
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kojoj pripadaju i ErbB2/HER2, ErbB3/HER3 1 ErbB4/HER4 ¢lanovi. Receptori ove porodice

imaju sli¢nu gradu: ekstracelularni, ligand vezuju¢i domen, hidrofobni transmembranski

region i citosolni, tirozin-kinazni domen (155,158,159) (Slika 18.).

Receptor-specific ligands
EGF NRGs NRGs~, EGFR, HER?Z, 1CFe
TGF-m fcediulin . HER3, or HER4 Interloukin
Amphiregulin HB-EGF | bFGF
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Slika 18. Porodica receptora tirozin kinaze. (Preuzeto: Oncogenic Signaling of the EGFR: Familiar Target Faces
http://global.onclive.com/publications/Oncology-live/2011/september-

New Questions. Available from:
2011/Oncogenic-Signaling-of-the-EGFR-Familiar-Target-Faces-New-Questions#sthash.JpeqTfu5.dpuf).

EGFR je 170 kDa monomer koji spada u grupu tip I membranskih receptora, sastoji se od
polipeptidnog lanca sa 1186 aminokiselinskih ostataka i N-vezujuc¢ih oligosaharida. Gen za

EGFR se nalazi na hromozomu 7pl2. Ekstracelularni deo ima visok afinitet za vezivanje
EGF, ali i drugih ¢lanova EGF porodice, pre svega za amfiregulin i TGF-a. Ekstracelularni

domen EGFR poseduje Cetiri dela. Delovi I 1 III su bogati leucinom 1 ucestvuju u vezivanju

liganda, delovi II 1 IV sadrZe brojne rezidue cisteina koji ucestvuju u izgradnji disulfidnih

veza i u stvaranju dimera receptora (158,159,160,161,162,163,164).

, invazijom, inhibicijom

apoptoze, tumorskom angiogenezom i1 metastatskim Sirenjem, stoga ima vaznu ulogu u

karcinogenezi i tumorskoj progresiji. Kada se uspostavi ligand-receptor vez

rezultira u visokom afinitetu vezivanja liganda (158).

Sto
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Nakon vezivanja liganda EGFR moze da formira homodimere sa drugim EGFR ili
heterodimere sa drugim ¢lanom ErbB porodice (ErbB2, ErbB3 ili ErbB4), ali i da deluje kao
signalni partner sa receptorima koji ne pripadaju ErbB porodici, pri ¢emu treba naglasiti da je
heterodimerizacija snazniji aktivator nishodne signalne kaskade. Homodimerizacija i
heterodimerizacija dovode do aktiviranja citoplazmatskog domena, sa posledicnom
autofosforilacijom tirozinskih rezidua [uz pomo¢ adenozin trifosfata-(ATP)] unutar celije.
Fosfotirozinske rezidue aktiviraju brojne nishodne signalne puteve: Ras/Raf/mitogen-
aktiviraju¢a protein kinaza (MAPK), fosfatidilinozitol-3-kinaza (PI3K/Akt/mTOR) i put
signalnog prenosa 1 aktivatora transkripcije (STAT). Povecan broj genskih kopija EGFR gena
(tzv. amplifikacija), povec¢ana EGF sinteza i ekspresija EGFR receptora (over-ekspresija) i/ili
mutacije u domenu EGFR gena dovode do poremecaja ¢elijske homeostaze, pojave malignih,

inflamatornih 1 autoimunih oboljenja (160,161,162,163,165,166) (Slika 19.).

NSCLC cell with EGFR mutation NSCLC cell with wild type EGFR

1) Ligand independent 1) Ligand dependent
receptor homodimerization receptor homodimerization
and activation and activation
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Slika 19. Signalni putevi EGFR. (Preuzeto: Irmer D, Funk JO, Blaukat A. EGFR kinase domain mutations-
functional impact and relevance for lung cancer therapy. Oncogene. 2007 Aug 23;26(39):5693-701).

1.8.1.1.2. EGFR mutacije
Prekomerna ekspresija EGFR kod nemikrocelularnog karcinoma plu¢a (NSCLC) je otkrivena
krajem XX veka. Prognosticki zna¢aj EGFR mutacija u hirurski le¢enim NSCLC je predmet

rasprava i suprostavljenih stavova. Sumirana analiza 18 publikovanih studija 2 972 pacijenata

sa NSCLC pokazuje da prekomerna ekspresija EGFR nema znaCaja u prezivljavanju
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(167,168). Nasuprot navedenom, drugi autori pokazuju da prisustvo EGFR mutacija znaci i

duze vreme prezivljavanja kod bolesnika sa hirurski lecenim NSCLC (169).

EGFR mutacije se detektuju u uzrastu od 19 do 85 godiina, prosecna starost bolesnika sa
mutiranim adenokarcinomom je izmedu 55 i 65 godina, s tim da su muskaraci neznatno stariji
u odnosu na zene (170,171,172,173). EGFR mutacije su retke u mladoj populaciji. Ye je u
grupi mladih od 40 godina detektovao EGFR mutacije kod 19/87 (21,8%) bolesnika (174).
EGFR mutacije su ¢e$¢e kod Zena, a bez obzira na etnicku pripadnost i u kategoriji nepusaca

(u rasponu od 43% do 80%) (170,172,174,175,176,177).

U odnosu na ostale histoloske tipove karcinoma pluéa EGFR mutacije su ceS¢e u
adenokarcinomu. Takav stav podrzava i meta analiza u kojoj su EGFR mutacije zabelezene
kod 1238/2468 (50,2%) obolelih od adenokarcinoma u odnosu na obolele od drugih
nemikrocelularnh karcinoma pluéa (226/1333; 17,0%) (172). EGFR mutacije su nadene u
visokom procentu i u mucinoznom adnokarcinomu (30,4%) dok su u mukoepidermoidnom
karcinomu, krupnocelijskom karcinomu sa neuroendokrinom diferencijacijom i

krupnoéelijskom karcinomu retke, a u karcinoidu nisu detektovane (175,178,179,180).

Podaci o povezanosti EGFR mutacija i stadijuma bolesti su kontradiktorni. Iako prema Hongu
i Liangu ne postoji povezanost izmedu ucestalosti EGFR mutacija i stadijuma bolesti drugi
autori pokazuju da su EGFR mutacija frekventnije u stadijumima II/III/IV u odnosu na
stadijum I (171,173,181). Ekspresija TTF-1 u adenokarcinomu pluca je prema Somaiah
prediktor prisustva EGFR mutacija, odnosno TTF-1 negativni adenokarcinomi su u vecini
slucajeva negativni na prisustvo EGFR mutacija (140). Neslaganja u mutacionom statusu
primarnog 1 metastatskog tumora, izmedu odvojenih primarnih tumora su retka. Smatra se da
su ove diskrepance najverovatnije posledica lazno negativnih nalaza. Klinicki znacaj ovih

neslaganja nije dovoljno ispitan (182).

Cinjenica da su neke od EGFR mutacija udruZene sa porodni¢nom istorijom karcinoma pluéa
trebala bi da predstavlja osnovu za buduca genetska savetovanja i skrining programe u

rizi¢noj populaciji (174,183).
1.8.1.1.3. Tipovi EGFR mutacija

Aktivirane mutacije su heterozigotne, somatske i odvijaju se oko katalitickog tirozin kinaza

domena (181).

Mutacije u domenu EGFR gena se dele u tri klase:
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Klasa I: delecije na egzonu 19 ¢ine 44% od svih EGFR mutacija, dovode do gubitka

aminokiselinske sekvence od leucina na poziciji 747 do glutaminske kiseline na poziciji 749.

Klasa II: supstitutcije nukleotida tzv. tackaste mutacije. Najznacajnija medu njima je
supstitucija na egzonu 21 na kodonu 858 (L858R) i ¢ini 41% svih EGFR mutacija, dovodi do
supstitucije arginina za leucin. Ovoj klasi mutacija pripada i supstitucija na egzonu 18 na
kodonu 719 (G719X) kojoj pripada oko 4% svih EGFR mutacija i dolazi do zamene glicina
serinom, alaninom ili cisteinom. Ostale tackaste mutacije ¢ine sa oko 6% svih EGFR

mutacija.

Klasa III: duplikacije 1 insercije na egzonu 20, ¢ine oko 5% svih EGFR mutacija, s tim da
insercije na egzonu 20 mogu da budu razlog rezistencije na tirozin kinaza inhibitore (TKIs)

(117) (Slika 20.).
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Slika 20. Frekvenca EGFR mutacije u karcinomu pluca. (Preuzeto: Kobayashi J, Costa DB. Epidermal growth
factor receptor (EGFR) mutations in lung cancer: preclinical and clinical data. Braz J] Med Biol Res. Available
from: http://dx.doi.org/10.1590/1414-431X20144099).

Delecije u egzonu 19 i L858R jesu najvaznije “pokretacke” tzv. aktivirajuce (driver) mutacije
1 najceS¢e EGFR mutacije (162). One ¢ine ukupno oko 85% svih EGFR mutacija (170,171).
Sli¢ne rezultate pokazuje studija Lianga u kojoj su mutacije detektovane kod 85/133 (63, 9%)
od toga delecije na egzonu 19 i L858R mutacije na egzonu 21 kod 74/85 (90%). Rede
mutacije su: G719X mutacije na egzonu 18 (n=2); delecije na egzonu 19 (n=39); insercije na
egzonu 20 (n=4); S7681 mutacije na egzonu 20 (n=3); L861Q mutacije na egzonu 21 i T790M
(n=1) (181).

Rutinski EGFR testovi za identifikaciju delecija na egzonu 19 treba da detektuju ne samo
najcesce 15-bp i 18-bp delecije, retke 9-, 12-, 24-bp delecije, ali i neobi¢ne 15-bp 1 18-bp

insercije (184). Missence mutacije su retke, naj¢esée su vezane za egzon 21. Cai je missense
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mutacije detektovao na: egzonu 21 (50,0%), egzonu 18 (8,3%), egzonu 20 (5,6%) 1 egzonu 19
(2,8%) (Slika 21.) (176,185).
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Slika 21. Distribucija missence mutacija. (PreuzetoCai D, Li H, Wang R, Li Y, Pan Y, Hu H, et al. Comparison
of clinical features, molecular alterations, and prognosis in morphological subgroups of lung invasive mucinous
adenocarcinoma. OncoTargets Ther. 2014 Nov 18;7:2127-32).

Duple ili multiple EGFR mutacije su retke. Prisutne su kod manje od 5% svih mutiranih
adenokarcinoma. Wang je u meta analizi zabelezio duple 1 multiple mutacije kod kod 2,9%
mutiranih adenokarcinoma, naj¢eS¢e na egzonu 19 i 21 (172). Za razliku od osetljvih G719X
delecija na egzonu 19 (1, 1%), L858R (278; 28,3%) 1 L861Q (7; 0,7%) mutacija, mutacije
S768I (2; 0,2%) 1 insercije na egzonu 20 (31; 3,2%) su rezistentne mutacije 1 udruzene su sa
slabim odgovorom na primenu TKIs (123,186,187). Od svih EGFR mutacija tackaste T790M

mutacije su najéesce udruZene sa porodi¢nim istorijom karcinoma pluca (183).
1.8.1.1.4. Povezanost EGFR mutacija sa tipovima adenokarcinoma

Postoje neslaganja u pogledu postojanja veze izmedu frekvencije EGFR mutacija i
predominantnog tipa invazivnog adenokarcinoma. Prema grupi autora EGFR mutacije su
cesce u lepidicno, papilarno i acinarno predominantnom tipu nego u solidno predominantnom
tipu (170,171,188,189,190). Suprotno navedenom, druge studije pokazuju najvecu frekvencu
EGFR mutacija u mikropapilarno predominantnom tipu (171,191,192).

Uocen razli¢it odnos izmedu EGFR mutacionog statusa 1 predominantnog histoloskog tipa
moze da bude posledica etnickih razlika medu obolelim, ali 1 veliine ispitivanog uzorka

(117,171).
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Predominantni tip adenokarcinoma odreden na osnovu kriterijuma IASLC/ATS/ERS
klasifikacije je prediktor prognoze bolesti. Na osnovu ovih kriterijuma moze da se vr$i odabir
obolelih za molekularno testiranje EGFR mutacija kao i selekcija pacijenata za primenu
adjuvantne hemioterapije. Medutim, primena ove klasifikacije ne predstavlja kriterijum za

iskljucenje pacijenata za primenu TKIs (170,171,188).
1.8.1.1.5. Selekcioni kriterijumi za EGFR molekularno testiranje

Kako klinicke karakteristike nisu dovoljno osetljive i specificne za odabir obolelih od
karcinoma plu¢a kod kojih ¢e biti primenjena ciljana EGFR TKIs terapija vrsi se EGFR
testiranje. Ovo testiranje se preporucuje kod obolelih sa dijagnostikovanim pluénim:
adenokarcinomom, meSovitim-krupnocelijskim 1ili loSe diferentovanim karcinomom koji
pokazuje imunohistohemijsku pozitivnu TTF-1ekspresiju, karcinomom koji ima histohemijski
potvrden sadrzaj mucina, karcinomom u kome je odsutna i/ili prisutna slaba ekspresija p63 ili
p40. U EGFR testiranje se ne ukljucuju oboleli sa: dijagnostikovanim ¢istim skvamoznim
karcinomom, sitnocelijskim karcinomom i krupnocelijskim karcinomom odnosno karcinomi
bez imunohistohemijske potvrde diferencijacije adenokarcinoma (100,170,182). Ukoliko se u
uzorkovanom materijalu ne moze u potpunosti iskljuciti komponenta adenokarcinoma,
klinicki kriterijjumi (dob, pol 1 puSacki status) potencijalno se mogu koristiti u odabiru

pacijenata za EGFR testiranje (182).
1.8.1.1.6. Vreme izvodenja EGFR testiranja

EGFR testiranje se narucuje u momentu postavljanja dijagnoze adenokarcinoma ili karcinoma
sa komponentom adenokarcinoma kod obolelih koji na osnovu TNM Kklasifikacije imaju
proSirenu bolest (stadijum IIIB 1 IV), u vreme recidiva ili progresije bolesti. Mada ovi oboleli
imaju benefit od primene TKIs kao druge linije le¢enja, oni sa EGFR mutacijama pokazuju
bolje rezultate kada se ciljana terapija koristi kao prva linija leCenja. Stoga je neophodno
pravovremeno molekularno testiranje, a zlatni standard (7Turnaround time -TAT) za EGFR

molekularno testiranje je pet radnih dana, maksimalno 10 dana (182).

Klini¢ki odgovor na EGFR TKIs u EGFR mutiranim tumorima se manifestuje brzo. Nezeljeni
efekti u odnosu na hemioterapiju koja je bazirana na platini su redi. lako su neke studije
pokazale da “divlji” (wild type-wt) EGFR 1ima bolji odgovor na konvencionalnu
hemioterapiju, posebno kod proSirene bolesti, pojedini onkolozi zapoc¢inju EGFR TKIs

terapiju pre nego Sto rezultati EGFR testiranja budu dostupni (193).
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Ukoliko je citoloski i/ili histoloSki materijal insuficijentan za molekularno testiranje
neophodno je pre terapije sprovesti dodatne dijagnosticke postupke, uzorkovati novi materijal
za patohistolosku 1/ili citolosku dijagnostiku koji ¢e zatim biti upotrebljen i za molekularno
testiranje. lako oboleli kod kojih je bolest lokalizovana imaju potencijal za hirurSko leCenje i

ne trebaju ciljanu terapiju njihovo testiranje je rezultat lokalne odluke (182).

1.8.1.1.7. Uzorci za EGFR testiranje

Za EGFR testiranje se koristi: sveze tkivo, brzosmrznuto tkivo, tkivo koje je nakon fiksacije u
formalinu ili alkoholu ukalupljeno u parafinske blokove i citoloski materijal dobijen
struganjem sa staklenih ploc¢ica. Vreme fiksacije bioloskog materijala je bitan momenat za
uspeSno molekularno testiranje. Za biopsijske uzorke dobijene bronhoskopijom vreme
fiksacije iznosi od 6 do 12 sati, za materijal dobijen hirurSkom resekcijom je od 8 do 18 sati.
Tkivo obradeno procesom dekalcinacije, tkivo tretirano kiselinama ili teSkim metalima treba
izbegavati za molekularno testiranje (182). HirurSki uzorak predstavlja optimalni izvor DNK
za detekciju EGFR mutacija jer pokazuje kompletnu genomiku tumora i minimalne laZno
negativne rezultate (194,195). Medutim, u dijagnostikovanju karcinoma plucéa trend je sve
veca primena minimalno invazivnih dijagnostickih procedura kojima se dobija mala koli¢ina
tumorskog tkiva. Dijagnosti¢ka tacnost i adekvatnost uzoraka za molekularno testiranje je
razli¢ita, zavisi od dijagnostickog modaliteta, vrste uzorka kao i od promera upotrebljenih
igala (196,197). Igle veceg promera obezbeduju celularniji uzorak 1 tacnije rezultate.
Medutim, loSe celularne uzorake ne treba iskljuciti iz molekularnog testiranja ve¢ primeniti
visoko senzitivne molekularne testove (198). Citoloski i1 biopsijski uzorci su kompatibilni za
odredivanje EGFR mutacija $to potvrduju i rezultati Shi-a 1 saradnika koji su evidentirali
poklapanje mutacinog statusa kod 21/23 bolesnika (199). lako su citoloSki uzorci podesni za
EGFR testiranje 1 uporedivi sa tkivnim uzorcima, preporuka je da se izraduju celijski blokovi
kada je to moguce prvenstveno kada je re¢ o najmanje adekvatnim uzorcima kao §to su oni
dobijeni torakocentezom ili lavazom (182,196,197,198,200,201). Do danas ne postoji
koncenzus u pogledu broja tumorskih ¢elija potrebnih za EGFR i druge molekularne analize.
Prema Travisu 1 saradnicima preporuka za EGFR testiranje je minimum 200 do 400 tumorskih

celija (100).

1.8.1.1.8. Metode odredivanja EGFR mutacija
1.8.1.1.8.1. Fluorescentna in situ hibridizacija
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Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) je visoko specifi¢na i senzitivna metoda ¢iji su
rezultati dostupni za 24-48 sata. Zasniva se na hibridizaciji odgovaraju¢e sekvence gena
ispitivanog hromozoma i odgovarajuc¢eg broja nukleotida vezanih za flurescentni marker.
FISH metoda se sastoji iz dva dela: denaturacije proteina visokom temperaturom, pri ¢emu
dolazi do razdvajanja dvostrukih lanaca DNK analiziranih hromozoma 1 hibridizacije,
odnosno vezivanja probe za odgovaraju¢i segment hromozoma koji ,,0znacava®“ trazenu

genetsku aberaciju (202,203).

FISH metodom mogu da se otkriju: numericke i1 strukturne promene na hromozomima,
identifikuju genetske promene, urade genska mapiranja i odreduje broj EGFR genskih kopija

u NSCLC s ciljem bolje selekcije pacijenata za primenu EGFR TKIs (204).

U FISH metodi mogu da se koristite: svezi uzorci, uzorci fiksirani u smesi metanola i siréetne
kiseline, brzo smrznuta tkiva kao i bioloski materijal ukalupljen u parafinske blokove.
Nedostatak ove metode jeste potreba za primenom fluroscentnog mikroskopa sa
epifluroscentnim objektivima i posebnim filerima, §to nije sastavni deo rutinske opreme
vec¢ine laboratorija. FISH signali blede za nekoliko nedelja, a rezultati se registruju skupim

digitalnim fotoaparatima (205).

1.8.1.1.8.2. Hromogena in situ hibridizacija

metodi. Koristi se za procenu: genske amplifikacije ili delecije, hromozomske aneuploidije ili
hromozomske translokacije. Dobijeni signali se analiziraju u kontekstu morfologije, lako se
tumace Cak 1 kada su u pitanju tkivni uzorci iz parafinskih blokova gde su tumorske celije
pomesane sa velikom koli¢inom netumorskog tkiva. U detekciji genske probe u CISH metodi
se umesto fluroscentne boje, koja se upotrebljava u FISH metodi, koristi peroksidaza reakcije,

a rezultat mogu biti vizualizovani rutinskim svetlosnim mikroskopom (206,208).

Diskrepanca izmedu rezultata dobijenih CISH 1 FISH metodom je niska. Sholl je saradnicima
zabelezio diskrepancu od 6,5%. Ovo razmimoilazenje je posledica preklapanja jedara, gubitka

tkiva i1 neuspelog tumacenja komponente tumora u jednom od ispitivanih slucajeva (208).
1.8.1.1.8.3. Imunohistohemijska metoda

Imunohistohemijska metoda je jednostavna i1 brza skrining metoda za procenu EGFR
mutacionog statusa koja omogucava racionalnu primenu EGFR TKIs ¢ime se izbegavaju
nepotrebni troSkovi leCenja kod EGFR negativnih pacijenata. Najcesce se koriste specifi¢na

monoklonalna antitela protiv EGFR sa E746-A750 delecijama na egzonu 19 i L8585R
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taCkastim mutacijama. Mada su ova antitela relativno specifi¢na, DNK ekstrahovana iz tkiva
koje je ukalupljeno u parafin Cesto je rascinjena i pomeSana sa znacajnom koli¢inom

normalnog tkiva $to otezava imunohistohemijsku evaluaciju (209,210).
1.8.1.1.8.4. Lancana reakcija polimeraze

Osnovno obelezje molekula DNK je sposobnost replikacije. Ukoliko se dvostruka DNK
spirala odmota, svaki polinukleotidni lanac predstavlja kalup (matricu) za stvaranje novog,
komplementarnog lanca, pri ¢emu se od jedne molekule DNK dobijaju dve nove, identi¢ne
molekule DNK. Zahvaljujuc¢i tome, genetska informacija koju nosi DNK precizno se kopira u
komplementarni lanac. Na ovom obelezju DNK baziraju se savremene metode molekularne
biologije, medu kojima je i lancana reakcija polimeraze (149,150,152). Lancana reakcija
polimeraze (Polymerase Chain Reaction-PCR) je metoda umnozavanja DNK kojom se, u in
vitro uslovima, zeljene sekvence DNK umnozavaju (amplifikuju) u veliki broj identi¢nih
kopija, ¢ime je olakSana njihova detekcija i analiza eventualno izmenjenih nukleotidnih
struktura za Cije otkrice je Kary Mullis dobio Nobelovu nagradu za hemiju pocetkom

devedestih godina proslog veka (211).

PCR metoda se primenjuje kao osnovna ili pomo¢na metoda koja treba da osigura dovoljnu
kolicinu DNK za dalje analiticke postupke, kao S§to su sekvenciranje, kloniranje ili
hibridizacija. Prednost PCR-a nad ostalim tehnikama je u tome Sto zahteva minimalnu
koli¢inu polaznog materijala i omogucéava amplifikaciju zeljenog segmenta DNK do milijardu
puta. Koristi se u mnogim oblastima medicine: prenatalnoj medicini, infektivnim bolestima,
forenzici 1 dr. Uz pomo¢ PCR-a moguce je analizirati DNK iz biolo§kog materijala ¢ije Celije
sadrze jedro: periferna krv, epitel bukalne sluznice, amnionska te¢nost, horionske resice, urin,
semena teCnost, cerebrospinalna teCnost, koren dlake, krvna mrlje, pljuvacka i1 arhivski

(citoloski, histoloski 1 autopsijski) materijal (212,213,214,215).
PCR metoda se odvija kroz tri osnovna koraka (Slika 22.):

1) Denaturacija dvolancane DNK matrice, pri ¢emu se razdvajaju spareni lanci DNK koji
sluze kao kalupi za amplifikaciju, izvodi se na temperaturi od 95°C i traje od 3 do 5

minuta.

2) Hibridizacija specificnih oligonukleotida koji se nazivaju prajmeri (amplimeri,
grani¢nici) 1 DNK matrice. Uloga prajmera je da ogranice zeljenu sekvencu u molekulu

DNK. Kako bi se oligonukleotidni prajmeri vezali za komplementarne razdvojene lance
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DNK matrice, odnosno za komplementarne krajeve dela DNK koji se umnozava,

temperatura se snizava do 42-65°C i ova faza traje od 20 sekundi do 1 minuta.

3) Ekstenzija (elongacija) prajmera se odvija na 72°C, u trajanju od 20 sekundi do 2 minuta,
a to je optimalna temperatura za delovanje termostabilne 7Tag-polimeraze. Polimeraza
ugraduje nove komplementarne nukleotide sve dok ne stigne do drugog prajmera. Kako
se sinteza odvija na oba lanca, u jednom ciklusu amplifikacije broj DNK molekula ¢e biti
udvostrucen, a broj novonastalih molekula DNK koji sadrze ciljnu sekvencu raste

eksponencijalno (215,216).

I
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AlclTfsbL L LD LD [slalcr
[rlolafc] [T TT ][ 1Tc]]ala

2. Annealing

H!ﬂﬁlllllllllllﬁﬁﬁg
T|G

3. Extension

Slika 22. PCR. (Preuzeto:CK-12 Biology. Available from: http://www.ck12.org/book/CK-12-
Biology/section/8.3/).

Opisani koraci PCR rekcije ¢ine jedan ciklus PCR-a koji se ponavlja 20—45 puta pri ¢emu se
zeljeni fragment DNK (gen ili deo gena) umnoZava million do milijardu puta. Nakon 40
ponovljenih ciklusa gubi se efikasnost reakcije, odnosno nastaje “fenomen platoa” (Slika 23.)

(215,217).
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Slika 23. Dinamika PCR reakcije. (Preuzeto: Cikota B, Janezi¢ A, Magi¢ Z. Kvantifikacija ekspresije gena

lan¢anom reakcijom polimeraze. Vojnosanit Pregl. 2002;59(5):551-6).

Za izvodenje PCR-a potreban je:

uzorak DNK koji ¢e da bude kalup za amplifikaciju u koli¢ini prosec¢no 50 do
100 nanograma;

termostabilna DNK polimeraza, najce$¢e izolovana iz bakterije Thermus
aquaticus;

dva odgovarajuca sintetska jednolan¢ana oligonukleotidna prajmera, duZine
18-20 nukleotida, sa GC sadrzajem 40-75%, sa tackom topljenja od 42 do 65°
C, koncentracijom od 0,1 do 0,6 uM, bez palindromske sekvence;

reakcijski pufer koji se koristi za odrzavanje odgovarajuce pH sredine u smesi;
gradivni blokovi dezoksiribonukleotid-trifosfati (ANTP), ekvimolarni za svaki
od cetiri tipa nukleotida: adenin, timin, citozin 1 guanin (A, T, C 1 G). NajceSce
koriS¢ena koncentracija dNTP-a je 20-200 uM svakog nukleotida u finalnoj
PCR smesi;
joni magnezijuma - neophodni su za PCR reakciju jer se vezuju za ANTP koji
se jedino u formi kompleksa sa jonima magnezijuma mogu ugraditi u rastuci
lanac tokom elongacije;

voda za molekularne analize (PCR grade water).
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PCR metoda se odvija u uredaju poznatom pod nazivom PCR termoblok, koji automatski i
precizno kontroliSe promene temperature tokom faza PCR reakcije, kao 1 duzinu trajanja

pojedinih faza. PCR metoda moze biti kvalitativna i kvantitativna.
Vrste PCR metode:
1) Umrezeni (Nested) PCR — PCR u dva stepena;

Ukoliko je dostupna vrlo mala koli¢ina DNK, moZze se desiti da rezultat PCR metode nije
moguce ocitati. Iz tog razloga se primenjuje nested PCR koji se zasniva na dvostrukoj PCR
metodi. Prvo se uradi klasicni PCR postupak s malom koli¢inom DNK, a potom se nastali
produkt PCR reakcije koristi kao kalup za novi PCR. Reakciona smeSa u obe PCR reakcije je
identi¢na, ali su u odnosu na prajmere iz prvog PCR, novi prajmeri smesteni unutar PCR

produkta prve reakcije.
2) Multiplex PCR

Ova vrsta PCR metode predstavlja istovremenu analizu viSe segmenata istog DNK uzorka iz
jedne epruvete uz primenu vise parova prajmera. Metodu je otkrio Chamberlain 1988. god.
kada je koristio Sest parova prajmera i nac¢inio multiplex amplifikaciju. Za uspesno ocitavanje
dovoljna je 1 razli¢ita duZina koja se uocava na agaroznom gelu metodom elektroforeze.
Ukoliko je prisutan veliki broj amplificiranih fragmenata, koristi se oznaCavanje prajmera
razli¢itim fluorescentnim bojama 1 razdvajanje PCR produkta metodom kapilarne
elektroforeze ili se moze dokazati metodama hibridizacije na plo¢icama ili na specijalno

pripremljenim hibridizacijskim membranama (strip tehnologija).
3) RT-PCR (Reverse transcription-PCR)

Polazni genetski materijal je RNK, u kojoj se umesto timina nalazi uracil te nije moguce
1zvrSiti amplifikaciju pomo¢u DNK polimeraze. Stoga se u prvom koraku PCR reakcije RNK
prepisuje pomocéu enzima reverzne transkriptaze u komplementarnu DNK (cDNA) koja

predstavlja kalup za amplifikaciju segmenta DNK od interesa.
4) Real-time PCR (PCR u ,realnom‘ vremenu)

Ova vrsta PCR-a se zasniva na standardnom PCR s tim da poseduje i simultani sistem za

detekciju PCR produkta (215).

Pristupi u detekciji PCR produkata su:
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1) Primena hemijskog spoja (SYBER GREEN) koji se moze ugraditi izmedu nukleotida
dvostrukog lanca novosintetisane DNK i pri tome emituje fluorescenciju. U slobodnoj
formi, spoj (boja koja nije vezana za DNK) ne emituje fluorescenciju, tako da je taj efekat
iskoriSten za pracenje porasta fluorescencije u svakom ciklusu PCR-a, §to je indirektna

mera za koli¢inu nastalog PCR produkta.

2) Primena prajmera obelezenih fluorescentnim spojevima, tako da se amplifikacija DNK
prati preko ugradnje prajmera u PCR produkt, a zapravo se generiSe porast intenziteta

fluorescencije.

3) Primena standardnih prajmera i1 specijalnih proba koje su komplementarne segmentu
ciljne regije DNK, a obelezene su razli¢itim kombinacijama spojeva koji emituju
svetlosnu energiju i spojeva koji blokiraju takvo delovanje. Tokom PCR reakcije,
dinamika odnosa ovih spojeva se menja, tako da se kao krajnji efekt meri porast energije

zracenja u obliku fluorescentne svetlosti (FRET sistem i TagMan probe).

Nivo fluorescencije se ocitava nakon svakog ciklusa, a odgovarajué¢i program omogucava
praéenje tih vrednosti na monitoru racunara (pracenje reakcije u realnom vremenu). U
pocetku PCR rekacije, kriva odnosa intenziteta fluorescencije prema broju ciklusa pokazuje
sigmoidni oblik. Kako su supstrati PCR reakcije tokom amplifikacije iscrpljeni, kriva prelazi
u ravan oblik “plato”, a tacka u kojoj se intenzitet fluorescencije naglo povecava, obicno
nekoliko standardnih devijacija iznad bazne linije, naziva se grani¢ni ciklus. Treshold je
vrednost koja pokazuje nivo fluorescencije koji treba da se detektuje za pojedinacan uzorak 1
ta vrednost se zadaje aparatu. Uvek se postavlja u eksponencijalnoj fazi. Uzorci se medusobno
razlikuju po Ct vrednosti, a to je broj ciklusa koji im je potreban da dostignu zadatu vrednost

fluorescencije (218,219).

Real Time PCR kvantifikacija se obavlja apsolutno, pomoc¢u standarda, ili relativno,
poredenjem sa kontrolnim genom. Apsolutna kvantifikacija se zasniva na standardnoj krivoj.
Za izradu standardne krive se mogu koristiti plazmidna DNK ili drugi oblici DNK s tim da

apsolutna koncentracija svakog standarda treba da bude poznata.
1.8.1.1.9.Tirozin kinaza inhibitori

Ciljana (target) terapija predstavlja novi pristup u leCenju obolelih od malignih bolesti.
Usmerena je prema blokadi mesta vezivanja liganda za receptor 1 prema citoplazmatskom

(kinaznom) domenu koji poseduje tirozin-kinaznu aktivnost. Male molekule tirozin kinaza
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inhibitora (TKIs) se vezuju za ATP-vezujuéi region tirozin kinaznog intracelularnog domena,

sprecavaju njegovu fosforilaciju i dalju aktivaciju signalnih puteva (220).

Oboleli sa prosirenim NSCLC pluca bez terapije zive 4 do 5 meseci dok se kod onih sa
mutacijama, posebno delecijama na egzonu 19 imaju duze vreme do progresije bolesti
(Progression Free Survival-PFS) 1 do 27 meseci. Kako su mutacije u domenu EGFR gena
snazan prediktor odgovora na primenjenu terapiju obolelili sa EGFR mutiranim

adenokarcinomom pluéa su kandidati su za primenu TKIs (171,220,221,222).

Prva velika randomizirana studija poznata kao Iressa Pan-Asia Study (IPASS) je potvrdila
efikasnost EGFR TKIs kod EGFR mutiranih i uznapredovalih karcinoma pluc¢a kao i bolji
odgovor kod ovih pacijenata u odnosu na pacijente koji su primali karboplatin/paklitaksel
(223). Do sli¢nih rezultata su dosle i tri velike studije (North East Japan-NEJ) 002, West
Japan Thoracic Oncology Group (WIJTOG) 3405, OPTIM EUROTAC u kojima su
komparirani rezultati primene TKIs (gefitinib ili erlotinib) sa rezultatima hemioterapije kao
prvom linijom terapije kod EGFR mutiranih NSCLC. Na osnovu dobijenih rezultata TKIs se
pocela razmatrati kao standardna prva linija terapije u uznapredovalim EGFR mutiranim

NSCLC (224).

1.8.1.1.10. Rezistencija na primenu TKIs

Progresija bolesti i transformacija adenokarcinoma u drugi histoloski tip tumora, kod
pojedinih EGFR mutiranih adenokarcinoma pluca, je najceS¢e posledica steCene rezistencije
na primenjenu EGFR TKIs. SteCena rezistencija na EGFR TKIs moZe da bude rezultat
sekundarnih mutacija EGFR ili angaZovanja alternativnih signalnih puteva kao Sto su
PI3K/AKkt, insulinu sli¢an faktor rasta 1 receptora i C- mezenhimalnoepitelni faktor tranzicije

(c-MET ), aktivacija mTOR signalnog puta i drugi (163,225).

Dominantnu ulogu u nastanku steCene rezistencije imaju tackaste mutacije na egzonu 20 gde
je treonin zamenjen metioninom na poziciji 790 (T790M). Ove mutacije su detektovane kod
viSe od polovine rezistentnih bolesnika i ¢esto su udruzene sa porodi¢nim karcinomom pluca

(183,226).

Insercije na egzonu 20, tackaste mutacije na egzonu 19 i kombinacije mutacija G719S 1
L858R; L858R 1 D7611, L858R 1 L747S , L858R 1 T854A 1 L858R 1 T790M takode mogu da

budu razlog stecene rezistencije na TKIs (117).

43



DOKTORSKA DISERTACIJA Tegeltija Dragana
1.8.1.2. K-RAS

Belancevine koje prenose signale (signal transducting proteins) su smestene na unutrasnjoj
strani Celijske membrane, nalaze se pod kontrolom proto-onkogena iz RAS porodice koju
¢ine: HRAS gen (homologous to the oncogene of the Harvey rat sarcoma virus) i KRAS gen
(homologous to the oncogene of the Kirsten rat sarcoma virus). Oni kodiraju 21-kD protein
(p21-ras). U stanju mirovanja RAS proteini su vezani za GDP. Nakon promene GDP do GTP,
RAS-GTP kompleks aktivira multiple signalne puteve (MAPK, STAT i PI3K) koji regulisu
¢elijsku proliferaciju, diferencijaciju, pokretljivost i apoptozu. K-ras mutacije se detektuju u
razli¢itim bioloskom uzorcima (sputum, lavaza respiratornog i gastrointestinalnog sistema,
pankreasni 1 duodenalni sokovi), ali i u adenokarcinomu pluéa. S obzirom na ucestalost

KRAS mutacije su rede u odnosu na EGFR mutacije (172,228,229).
1.8.1.3. C-MYC

Porodica proto-onkogena myc ima tri ¢lana: C-myc, N-myc i L-myc. Humani c-myc proto-
onkogen je homolog pti¢jeg v-myc gena. Lokalizovan je na hromozomu 8q24 1 predstavlja 65
kDa nuklearni fosfoprotein sa 439 aminokiseline. Pripada klasi heliks-petlja-heliks protein sa
leucinskim zatvaracima -b-HLHZop (helix-loop-helix leucine zipper-b/HLH/LZ), veze se na
DNK 1 deluje kao regulator transkripcije

, Celijska
transformacija 1 transkripcija (230). C-myc je jedan od e pogodenih gena u
Burkitovom limfomu, udruzen sa agresivnim ponaSanjem, predstavlja nezavistan prognosticki

parametar loSe prognoze, a samim tim i ciljanu metu za primenu “target” lekova (231).

1.8.2. Tumor supresorski geni

Tumor supresorski geni pospesuju nesvrsishodni rast ¢elija supresijom ili gubitkom vlastite

funkcije (150).
1.8.2.1. Retinoblastoma tumor supresor gen

Retinoblastoma tumor supresor gen (Rb) je lokalizovan na duZzem kraku hromozoma 13
(13q). Njegov produkt fosfoprotein ucestvuje u procesu fosforilacije 1 stimuliSe diobu celija.
Funkcionalno moze da bude inaktiviran usled: genetskih abnormalnosti (mutacija i/ili
delecija), hiperfosforilacije, neaktivnosti pl6/Ink4 gena kroz genetski ili epigenetski
mehanizam gde je pokretac hipermetilacija 1 prekomerna ekspresija ciklin D1 zbog genske

amplifikacije (232).
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1.8.2.2. Gen p53

Gen p53 se nalazi na kratkom hromozomu 17 (17p), enkodira brzo stabiliziraju¢i 53kDa
protein, meta je virusnih onkoproteina DNK virusa (SV40) 1 HPV (334- reguliSe proliferaciju

¢elija 1 indukuje apoptozu Celija sa oSteCenom DNK (233).

lako gubitak funkcije gena p53 predstavlja najesée genetsko oSte¢enje u kracinomu pluca,
ces¢e kod SCLC u odnosu na NSCLC (70%:50%), moze da se nade u preneoplastiénim
promenama, ali 1 u tkivu plu¢a kod pusaca. Prisustvo mutacija samo na jednom od alela nije
dovoljno za nastanak karcinoma. Pored delecije kratkog kraka hromozoma 17 cCeste su

taCkaste mutacje na preostalom alelu gena p53 (234).
1.8.2.3. Tumorska angiogeneza

Angiogeneza je proces nastanka novih krvnih sudova pupanjem ili klijanjem iz postojecih
vaskularnih struktura. Ovaj proces je u velikoj meri isklju¢en nakon embriogeneze, ali je
ukljuen u patogenezi infektivnih, fibroproliferativnih, inflamatornih i malignih bolesti.
Faktori ukljuceni u angiogenezu su proizvod tumorskih ¢elija ili ¢elija zapaljenja. Najvazniji
induktori procesa angiogeneze su vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF) i fibroblasti¢ni

faktor rasta (FFR) (149,150,152).

VGEFR je najviSe eksprimiran u adenokarcinomu pluca i indikator je loSe prognoze bolesti,
stoga blokada angiogeneze predstavlja bitnu strategiju u sprecavanju progresije bolesti.
Znacajan benefit u preZivljavanju pacijenata sa NSCLC je zabeleZen kod onih koji su uz
terapiju paklitakselom 1 karboplatinom dodatno primali 1 bevacizumab iz grupe

antiangiogenih lekova (235).

1.8.3. Geni koji upravljaju apoptozom

Apoptoza je programirana smrt Celije, odgovorna je za niz fizioloskih stanja, predstavlja
prirodnu barijjeru u nastanaku malignih tumora i nalazi se pod kontrolom Bcl-2 proto-
onkogena. Defekt apoptoze doprinosi tumorogenezi i odgovoran je za rezistenciju na
primenjene lekove. Apoptoza je prvobitno definisana na osnovu morfoloSkih osobina umiruce
¢elije koje se manifestuju kao kondenzacija 1 fragmentacija jedra, kondenzacija citoplazme,
mehurasto ispupcenje Celijske membrane, stvaranje apoptotskih telasaca koja fagocitiraju

okolni makrofagi, ali bez pratece reakcije zapaljenja u okolini (149,150,152).

Danas se zna da je mehanizam apoptoze kompleksan, sofisticiran i rezultat je energetski

zavisnih kaskada molekularnih procesa. Spoljasnji (receptorski) i unutrasnji (mitohondrijalni)
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signalni putevi u ¢elijama sisara dovode do serije proteolitickih reakcija rezultiraju apoptozom

¢elije (236).
1.8.3.1. Bcl-2 proto-onkogeni

Najvazniji intracelijski regulatori apoptoze su proapoptotski (Bax, Bak, Bid i Bim) i
antiapoptotski (Bcl-2 1 Bcl-Xy) proteini iz porodice Bcl-2 proteina koji je prvobitno otkriven u
folikularnom B ¢elijskom limfomu, ali se nalazi i u karcinomima pluc¢a gde je evideno bolje
prezivljavanje kod bolesnika sa Bcl-2 pozitivnim tumorima u odnosu na one sa Bcl-2

negativnim tumorima (237).

1.8.4. Geni koji popravljaju DNK

Ostecenje DNK je posledica delovanja nepovoljnih faktora iz spoljas$nje sredine ili greSaka
koje mogu da nastanu spontano u toku DNK replikacije. Pod uticajem enzima: endonukleaze,
egzonukleaze, DNK polimeraze i DNK ligaze oste¢eni deo DNK lanca se iseca, odstranjuje,
uvode se nove baze i1 vr$i povezivanje na mestu prekida. Popravka oSte¢ene DNK se odvija

pod kontrolom DNK reparacionih gena (149,150,152).
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2. CILJEVI

Uzimajuéi u obzir ¢injenicu da primena ciljane molekularne terpije (TKIs) kod obolelih sa
EGFR mutiranim adenokarcinomom plu¢a poboljSava prognozu bolesti, da postoji
rezistencija kod pojedinih tipova EGFR mutacija kao i povezanost EGFR mutacionog statusa
sa histopatoloSkim 1 imunohistohemijskim karakteristikama tumora, da se bolest
dijagnostikuje u uznapredovalom stadijumu kada je bronholoski uzorak jedini uzorak u kome
je potrebno odrediti i molekularni profil tumora osnovni cilj ove disetertacije je da se odredi
ucestalost i tip EGFR mutacija u invazivnom adenokarcinomu plu¢a i povezanost EGFR
mutacionog statusa sa karakteristikama adenokarcinoma. Da bi se to realizovalo postavljeni

su sledeéi zadaci:

1) Izvrsiti histopatolosku reklasifikaciju invazivnog adenokarcinoma pluéa na operativnom
hirurS§kom uzorku i preoperativnom bronholoskom uzorku na osnovu kriterijuma koje je
postavila internacionalna asocijacija za proucavanje karcinoma pluca, americko torakalno

drustvo i evropsko respiratorno drustvo.

2) Odrediti ekspresiju TTF-1 u invazivnom adenokarcinomu pluca i povezanost sa EGFR

mutacionim statusom.
3) Odrediti ucestalost 1 tip EGFR mutacija u invazivnom adenokarcinomu pluca.

4) Odrediti povezanost EGFR mutacionog statusa sa predominantnim tipom invazivnog

adenokarcinoma pluca.

5) Utvrditi da li bronhoskopska biopsija tumora moze da bude reprezentativni uzorak za

odredivanje EGFR mutacionog statusa kod obolelih od adenokarcinoma pluca.

47



DOKTORSKA DISERTACIJA Tegeltija Dragana

3. HIPOTEZA RADA

Da bi se ostvarili ciljevi ovog istrazivanja, a u skladu sa publikovanim rezultatima, hipoteza

se sastoji od nekoliko pretpostavki:
1) Adenokarcinom pluca u vise od 80% slucajeva ima heterogenu histopatolosku sliku.

2) Predominantni tip u primarnom tumoru odreduje predominantni tip u limfogenim

metastazama.

3) Adenokarcinom pluca u viSe od 70% slucajeva pokazuje pozitivhu TTF-1 ekspresiju 1

postoji pozitivna korelacija sa EGFR mutacionim statusom.

4) Prevalencija EGFR mutacija u invazivhom adenokarcinomu pluca je manja od 30%, a

oko 90% svih EGFR mutacija se nalazi na egzonu 191 21.

5) Postoji pozitivna korelacija EGFR mutacija 1 predominantnog tipa invazivnog

adenokarcinoma pluca.

6) Bronhoskopska bopsija je reprezentativni uzorak za EGFR testiranje kod obolelih od

invazivnog adenokarcinoma pluca.
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4. MATERIJAL I METODE

Istrazivanje je bilo delom retrospektivnog, a delom prospektivnog karaktera 1 sprovedeno je u

Centru za patologiju Instituta za plu¢ne bolesti Vojvodine (IPBV) u Sremskoj Kamenici.

1.7. ISPITANICI, DIJANOSTICKO-TERAPIJSKE PROCEDURE I
KARAKTERISTIKE PRIMARNOG TUMORA

U istrazivanje je bilo uklju¢eno 60 bolesnika kod kojih je uradena radikalna hirurska
intervencija zbog invazivnog adenokarcinoma pluc¢a na Klinici za grudnu hirurgiju IPBV u
periodu od 2010-2015. godine. Kod svih bolesnika je pre operacije, zbog radioloski
verifikovane infiltrativne promene u plu¢ima, uraden bronhoskopski pregled i uzet biopsijski
materijal prema standardnoj klini¢koj proceduri u Centru za bronholosku dijagnostiku IPBV.
Patohistoloska dijagnoza invazivnog adenokarcinoma pluca je postavljena u Centru za

patologiju IPBV.
Kriterijumi za uklju¢ivanje u istrazivanje bili su:
e bolesnici kod kojih postoji jedan nodus 1/ili masa dijagnostikovan kao
invazivni adenokarcinom pluca,
e bolesnici koji nisu imali prethodno dijagnostikovan adenokarcinom pluca ili
drugih organa,

e bolesnici koji nisu primali preoperativnu radioterapiju i/ili hemioterapiju.
Kriterijumi za isklju€ivanje iz istrazivanja bili su:
e bolesnici kod kojih postoje multipli adenokarcinomi pluca,

e bolesnici koji su imali raniji adenokarcinom pluca ili drugih organa,

e bolesnici koji su primali preoperativnu radioterapiju i/ili hemioterapiju.

Anamnesticki podaci prikupljeni iz istorije bolesti bili su: dob, pol i puSacke navike koje su
kod aktuelnih puSaca bile izrazene brojem kutija/godina (pack/years). Dobijeni rezultat
pokazuje broj popusenih cigareta na dan te trajanje puSenja. IzraCunava se tako da se broj

popusenih cigareta dnevno pomnoZi sa brojem godina puSenja te se proizvod podeli sa 20.
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Podaci preuzeti iz patohistoloskih izvestaja arhive Centra za patologiju IPBV bili su: vrsta
biopsije, veli¢ina biopsijskog uzorka (mm), vrsta operacije, anatomska lokalizacija tumora,

veli¢ina tumora (mm) i patoloski stadijum bolesti.

4.2. TKIVNI UZORCI DOBIJENI HIRURSKOM RESEKCIJOM

4.2.1. Patohistoloska evaluacija

Kod svakog od 60 bolesnika je iz hirurski reseciranog materijala, nakon odredivanja
makroskopskih karakteristika tumora, uziman adekvatan broj reprezentativnih uzoraka iz
tumorskog tkiva, okolnog pluénog parenhima i limfni ¢vorovi. Uzorci su fiksirani u 10%
puferisanom formalinu tokom 12 Casova, dehidrirani u alkoholima rastu¢e koncentracije,
prosvetljeni u hloroformu, prozeti i ukalupljeni u parafin i seceni na kliznom mikrotomu
(Leica, Germany) na serijske rezove debljine od 4um, zatim deparafinisani, bojeni rutinskom
hematoksilin-eozin (H&E) metodom i montirani DPX-om. Kada je postojala nedoumica oko:
odredivanja histoloSkog tipa tumora, postojanja invazije visceralne pleure ili diferencijacije
pojedinih tipova invazivnog adenokarcinoma uradene su standardne histohemijske i/ili
imunohistohemijske metode bojenja (PAS i/ili Alcian blue-bojenje na sluz, Victoria van
Gieson-bojenje na elastiku, CK7, p63, TTF1, CK5/6, synaptophysin i chromogranin) na
dodatno secenim histoloskim rezovima uzoraka koji su odabrani na osnovu histoloskih rezova

bojenih H&E metodom bojenja.

Iz hirurski reseciranog materijala odreden je broj uzoraka i broj histoloskih rezova bojenih
H&E metodom koji su bili sa elementima tumorskog tkiva. Svi uzorci su reklasifikovani
primenom histopatoloskih IASLC/ATS/ERS kriterijuma. Semikvantitativno je odredena
svaka predloZena komponenta invazivnog adenokarcinoma koja je bila zastupljena u > 5%

pregledanog tumorskog tkiva.

Predominantni tip je definisan kao tip koji je zastupljen u najve¢em procentu. Uzorci su s
obzirom na predominantni tip podeljeni u grupe: lepidicno predominantni (Slika 24.),
acinarno predominantni (Slika 25.), papilarno predominantni (Slika 26.), mikropapilarno

predominantni (Slika 27.) i solidno predominantni tip (Slika 28.).
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Slika 28. Solidno predominantni tip, H&E,200x.

4.2.2. Imunohistohemijska analiza ekspresije TTF-1

Od svih isecaka iz hirurSki reseciranog tumorskog tkiva na osnovu histoloskih rezova bojenih
H&E metodom, odabran je po jedan iseak bez ili sa minimalnom nekrozom koji je zatim
seCeni mikrotomom (Leica, Germany) na histoloske rezove debljine 4 pm, koji su hvatani na

Superfrost predmetna stakla i suSeni na 60°C 30 minuta.

Demaskiranje antigenih determinanti je vrSeno razblaZenim rastvorom Envision Flex pufera
za pretretman (50x) visokog pH. Pretretman isecaka je vrSen u mikrotalasnoj peénici, po

Envision Flex protokolu za toplotni pretretman, preporu¢enom od kompanije DAKO.
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Nakon hladenja na sobnoj temperaturi, sledila je primena protokola propisana od strane
proizvodaca DAKO (Envision Flex Manual Protocol). Uzorci su nakon ispiranja razblazenim
puferom za ispiranje (20x) i blokade endogene peroksidaze (3% H,O,), inkubirani TTF-1
antitelom (Flex Monoclonal Mouse Anti-thyroid Transcription Factor TTF-1, Clone 8G7G3/1
Ready to use) u trajanju od 20 minuta. Za vizualizaciju je koriS¢en EnvisionFlex/HRP (RTU)
sistem u trajanju od 20 minuta. Radni rastvor hromogena (Envision Flex Substrate i Envision
Flex DAB hromogen) je inkubiran 10 minuta. Bojenje i kontrastiranje je izvrSeno primenom

Majer-ovog hematoksilina u trajanju od 5 minuta.

Za kontrolu kvaliteta, pored pozitivne unutrasnje kontrole, uz svaki isec¢ak je radena pozitivna

1 negativna spoljasnja kontrola.

Imunohistohemijska ekspresija TTF-1 je evaluirana semikvantitativno, odreden je procenat
tumora sa pozitivnim nuklearnim bojenjem 1 intenzitet bojenja (blag, umeren i jak) (Slika

29A,B.) prema skoru:
0- nuklearna ekspresija nije prisutna,
1- nuklearna ekspresija bilo kog intenziteta u < 50% tumorskih celija,
2- nuklearna ekspresija blagog intenziteta u >50% tumorskih ¢elija,
3- nuklearna ekspresija umerenog intenziteta u >50% tumorskih ¢elija,

4- nuklearna ekspresija jakog intenziteta u > 50% tumorskih celija.

Slika 29. TTF-espresija: A-skor 0; B- -skor 4.

4.2.3. PatohistoloSka evaluacija metastatski izmenjenih limfnih ¢vorova

U uzorcima limfnih ¢vorova sa metastazom adenokarcinoma je na osnovu IASLC/ATS/ERS

kriterijuma odreden svaki zastupljeni histoloski tip adenokarcinoma (Slika 30.).
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Slika 30. Metastaza adenokarcinoma u limfnom ¢voru.

4.3. TKIVNI UZORCI DOBIJENI BIOPSIJOM

4.3.1. Patohistoloska evaluacija

Biopsijski uzorci su fiksirani u 10% puferisanom formalinu tokom 12 casova, dehidrirani u
alkoholima rastu¢e koncentracije, prosvetljeni u hloroformu, prozeti i ukalupljeni parafin i
seceni na kliznom mikrotomu (Leica, Germany) na serijske rezove debljine od 4um na tri
mikroskopske plo¢ice od kojih su uzorci na prvoj i trecoj plocici deparafinisani, bojeni

rutinskom H&E metodom 1 montirani DPX-om.

Kada je postojala nedoumica oko: odredivanja histoloskog tipa tumora uradene su standardne
histohemijske i/ili imunohistohemijske metoda bojenja (PAS i/ili Alcian blue-bojenje na sluz,
CK7, p63, TTF1, CK5/6, synaptophysin i chromogranin). Dopunske histohemijske metode
bojenja su vrSene na drugoj mikroskopskoj plocici. Dodatne imunohistohemijske metode
bojenja su vrSene na materijalu koji je dobijen naknadnim secenjem histoloSkih rezova iz

parafinskih blokova sa ukalupljenim biopsijskim uzorcima.

U svim biopsijskim uzorcima odreden je broj histoloskih rezova bojenih HE metodom. Svi
uzorci su reklasifikovani primenom histopatoloskih IASLC/ATS/ERS  kriterijuma.
Semikvantitativno je odredena svaka predlozena komponenta invazivnog adenokarcinoma i

predominantni tip.

Broj biopsijskih uzoraka je odredivan kvantitativnom metodom upotrebom svetlosnog
mikroskopa Olympus BX43 (Olympus, Tokyo, Japan) pri uvelicanju od 100 puta i podelili ih u
grupe (u rasponu od 1 do 7). Slucajeve u kojima nije bilo moguce odrediti broj uzoraka smo

smatrali neklasifikovanim (Slika 31 A,B,C,D.).
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Slika 31. Broj biopsijskih uzoraka: A-jedan, B-dva, C-tri, D-neklasifikovan.

Broj tumorskih ¢elija u biopsijskom uzorku je odredivan kvantitativnom metodom upotrebom
svetlosnog mikroskopa Olympus BX43 (Olympus, Tokyo, Japan), pri ¢emu su brojana samo
oCuvana jedra pri uveli¢anju od 400 puta. Broj ¢elija se klasifikovan kao skor (od 1 do 7)
(Slika 32.).

Skor broja tumorskih ¢elija:

1) <20 ocCuvanih tumorskih ¢elija

2) viSe od 20, a manje od 50 oCuvanih tumorskih ¢elija

3) viSe od 50, a manje od 100 o¢uvanih tumorskih ¢elija
4) vise od 100, a manje od 200 oCuvanih tumorskih ¢elija
5) vise od 200, a manje od 500 o¢uvanih tumorskih ¢éelija
6) viSe od 500, a manje od 1000 oCuvanih tumorskih ¢elija

7) viSe od 1000 oCuvanih tumorskih ¢elija.

Slika 32. Acinarni tip-skor 4, H&E, 200x.

Reklasifikaciju adenokarcinoma, imunohistohemijsku evaluaciju TTF-1 ekspresije i

odredivanje broja tumorskih ¢elija izvrSila su nezavisno dva patologa zaposlena u Centru za
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patologiju IPBV koji se u svakodnevnom radu dominantno bave pluénom patologijom duze
od dve godine. Konacni patohistoloski nalaz je bio rezultat koncenzusa. U slucajevima gde
nije postojalo slaganje dva patologa trazeno je misljenje i treéeg patologa, supervizora, koji je

ujedno 1 patolog sa najduzim stazom u ovoj oblasti.

4.3.2. Morfometrijska analiza biopsijskih uzoraka

Po jedan histoloski rez bojen metodom H&E analiziran je pod mikroskopom Olympus BX43
(Olympus, Tokyo, Japan) pri uvelicanju od 200 i 400 puta i fotografisan uz pomoc
mikroskopske kamere Olympus DP 73 (Olympus, Tokyo, Japan).

Procenat volumenske gustine netumorskog tkiva i tumorskog tkiva odredivan je upotrebom
kompjuterskog programa [mage J sa instaliranim plugin-om; (Plugins) za analizu broja

pogodaka (COST 1 Analyze).

Preko digitalizovane fotografije postavljena je mreza linija (Grid Type: line) veli¢ine 50
piksela (size), proizvoljnog rasporeda (Random Offset) sa zabranjenim linijama koje su imale
faktor 3 (Forbidden line option), analiziran (Analyze) je broj kockica (Cell Counter) koje
padaju (/nitialize) na netumorsko (7ype 1) 1 tumorsko tkivo (Type 2) (Slika 33 A,B.).

Na osnovu broja pogodaka na tumorsko i netumorsko tkivo odredena je volumenska gustina

tumorskog tkiva u svakom biopsijskom uzorku. Kako volumenska gustina celokupnog

i X

Slika 33 A-Biopsijski uzorak H&E, 100x. Slika. 33B-Morfometrijska analiza.biopsijskog uzorka.é

biopsijskog uzorka (Vby ) ¢ini 100 % na osnovu dobijenih podataka o broju pogodaka na:
biopsijskom uzorku (Pby), tumorskom tkivu (Pt) i netumorskom tkivu (Pnt) pomocu
proporicija dobijene su procentualne vrednosti volumenske gustine tumorskog tkiva (PVT) i

procentualne vrednosti volumenske gustine netumorskog tkiva (PVNT):

100%:Pby =PVT:Pt  100%:Pby = PVNT:Pnt

PVT = Pt:Pby x 100 PVNT = Pnt:Pby x 100
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4.4. MOLEKULARNA ANALIZA

Kod svih bolesnika ukljuc¢enih u istrazivanje prospektivno je odredivano prisustvo EGFR

mutacija i njihov tip na COBAS®™ 4800 sistemu, na aparatu Cobas z 480 analyzer (Slika 34.).

Slika 34. Cobas-z 480 analyzer.

Molekularna analiza je uradena na tkivnim uzorcima koji su dobijeni biopsijom i hirurSkom
resekcijom, a koji su odabrani na osnovu histoloskih rezova bojenih H&E metodom. Svi

analizirani uzorci bili su ukalupljeni u parafinske blokove.

4.4.1. Izolacija genomske DNK iz parafinskih preseka tumorskog tkiva

Izolacija DNK je izvrena uz pomoé cobas® DNA Sample Preparation Kit (CE-IVD) (Slika

35.), prema uputstvima proizvodaca Roche:

56



DOKTORSKA DISERTACIJA Tegeltija Dragana

1)

2)

3)

4)
5)
6)
7)

8)

9)

DNA Sample Preparation Kit

DA SF ]
L — corbas

Slika 35. ,,DNA Sample Preparation Kit*“ (CE-IVD)

Od svakog uzorka ukalupljenog u parafinski blok iseceno je jedan do Cetiri histoloska

reza debljine 3-5 p u mikrotubu zapremine 1,5 ml.

Deparafinizacija je izvrSena dodavanjem 500 ul ksilena, sadrzaj je vorteksovan 10

sekundi 1 tuba je ostavljena da odstoji 5 minuta na 15 - 30 °C.

Dodato je 500 pl apsolutnog etanola i promeSano na vorteksu 10 sekundi. Tuba je

stavljena da odstoji 5 minuta na 15 - 30 °C.

Nakon centrifugiranja (16000 do 20000 x g 2 minuta) supernatant je odstranjen.
Dodat je 1 ml apsolutnog etanola i vorteksovan 10 sekundi.

Centrifugiran na 16000 do 20000 x g 2 minuta, supernatant je odstranjen.

Talog tkiva u otvorenoj mikrotubi je suSen 10 minuta na 56 °C u suvom termo bloku.

Osuseni talog tkiva je resuspendovan dodavanjem 180 ul DNA pufera za liziranje tkiva

(DNA TLB) 1 70 pl odmrznute rekonstituisane PK.

Mikrotube koje sadrze smesu uzorak/DNA TLB/PK i negativnu kontrolu (NEG CT) su
vorteksovane 30 sekundi pri ¢emu je tkivo u potpunosti potopljeno u DNA TLB/PK
smesSu. Mikrotube su stavljene u suvi termo blok na 56 °C u i inkubirane 60 minuta zatim

vorteksovane 10 sekundi.

10) Tube sa smesom uzorak/DNA TLB/PK je stavljeno u suvi termo blok 1 inkubirano (Slika

36.) na 90 °C 60 minuta. Inkubacijama u DNA TLB/PK postize se potpuna razgradnja
tkiva 1 oslobada se DNK.

11) Tokom inkubacije, pripremljen je potreban broj filter tuba (FT) sa poklopcem,

postavljanjem FT na kolekcione tube (CT). Za svaki uzorak je pripremljena 1 FT, 3 CT 1

57



DOKTORSKA DISERTACIJA Tegeltija Dragana

1 eluciona tubu (1,5 ml mikrotuba). Poklopac svake FT i elucione tube sa pravilnom

identifikacijom uzorka ili kontrole je adekvatno obelezen.

12) Tube su nakon hladenja na 15 - 30 °C kratko centrifugirane pri ¢emu je te¢nost oborena

sa poklopca.

13) U svaku mikrotubu je dodato po 200 ul DNA parafin vezujuéeg pufera (DNA PBB);
sadrzaj je promeSan pipetiranjem gore-dole 3 puta i mikrotube su inkubirane na 15 - 30

°C 10 minuta.

14) U svaku mikrotubu je dodato po 100 ul izopropanola; sadrzaj je promeSan pipetiranjem

gore-dole 3 puta.

15)Svaki lizat iz mikrotube je prebacen u odgovarajuée obelezeni FT/CT sklop i

centrifugiran na 8000 x g 1 minut.

16) Zatim je svaki FT prebacen u novi CT, a sadrzaj upotrebljenih CT spremljen u hemijski
otpad, upotrebljeni CT su ispravno odlozeni. U svaku FT/CT tubu je dodato 500 pl
radnog rastvora pufera WB I, FT/CT tube su centrifugirane na 8000 x g 1 minut, a

sadrzaj upotrebljenih CT je odbacen u hemijski otpad. FT je postavljen nazad u istu CT.

17)U svaku FT/CT tubu je dodato 500 pl radnog rastvora pufera WB II, FT/CT tube su
centrifugirane na 8000 x g 1 minut. Svaki FT je prebacen u novi CT. a sadrzaj

upotrebljenih CT je odbacen u hemijski otpad. FT je postavljen nazad u istu CT.

18) FT/CT tube su centrifugirane na 16000 do 20000 x g 1 minut da bi se osuSile filter

membrane.

19) Svaki FT je prebacena u prethodno obeleZene elucione mikrotube, a sadrZzaj upotrebljenih

CT je odbacen u hemijski otpad.

20) U centar svakog FT bez dodirivanja FT membrane je dodato 100 pul DNA elucionog
pufera (DNA EB), FT sa elucionom mikrotubom su inkubirane na 15 - 30° C tokom 5

minuta.
21) FT sa elucionim mikrotubama su centrifugirane na 8000 x g 1 minut.

22)Poklopci na elucionim tubama su zatvoreni. Elucione epruvete sadrze DNK Stok

(izolovanu DNK).
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Slika 36. Termoblok.

Merenje koncentracije DNK je izvrSeno odmah posle postupka DNK izolacije i pre
skladiStenja. Istovremeno sa ispitivanim uzorcima po istom postupku izolacije DNK kao i za
ostale uzorke. obradena je negativna kontrola izolacije koja je pripremljena dodavanjem 180

pul DNA TLB 1 70 pl PK rastvora u mikrotubu zapremine 1,5 ml.

4.4.2. Odredivanje koncentracije izolovane genomske DNK

Koncentracije izolovane DNK su odredivane na aparatu Qubit® 2.0 fluorometru. Za analizu su
koristene po dve tubice (Qubit® assay tube 0,5 ml) za standarde (Standard 1 i Standard 2) i po
jedna tubica (Qubit”® assay tube 0,5 ml) za svaki uzorak. Bogice Qubit® (Quant-iT™) dsDNA
BR Assay Kita su izvadene iz frizidera 1 kratko inkubirane na sobnoj temperature,
vorteksovane po 5 sekundi i1 kratko centrifugirane. U vecoj epruveti je pripremljen Quant-
iT™ radni rastvor mesanjem potrebne zapremine Quant-iT ™ Pufera i Quant-iT™ Reagensa
po slede¢im formulama (pul Quant-iT™ Pufera = 199 x n pl; ul Quant-iT™™ Reagensa = 1 x n

ul; * n = broj standarda + broj uzoraka).

Sadrzaj u epruveti (Quant-iT™ radni rastvor) je vorteksovan, odmereno je po 190 pl radnog
rastvora u tubice za standarde i po 180-199 pl radnog rastvora u tubice za uzorke. Odmereno
je 10 ul Standarda 1 u prvu tubicu za standard 1 10 pl Standarda 2 u drugu tubicu za standard.
Odmereno je po 1-20 pl svakog uzorka u odgovarajuce obelezene tubice (tako da ukupna

zapremina u tubici bude 200 pl). Sve tubice su vorteksovane 2 sekunde, inkubirane na sobnoj
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temperaturi 2 minuta i o&itavana je koncentracija DNK na Qubit® 2.0 fluorometru, prema

uputstvima proizvodaca (Slika 37.).

fm
’ . Add Qubit®
Standard
fr:n: Ifiz = I-"-\:_'m ws working solution l
H Tl' for a total volume
I W of 200 pL Vortex tubes -
» for2-3sec ye
_ — — Incubate at room
| || Add Qubit® temperature for
v L} i working solution 2 min [D_NA' RN"\_"]
User I—BJML\‘I—EUIJL\‘I—ED uL\ for a total volume or 15 min [protein] Read tubes in
samples of 200 pL Qubit® Fluorometer
U T T

Slika 37. Qubit kvantifikaciona analiza. (Preuzeto: www.thermofisher.com).

4.4.3. Detekcija EGFR mutacija

Detekcija prisustva EGFR mutacija je izvriena uz pomo¢ cobas™ EGFR Mutation Test (CE-

IVD), prema uputstvima proizvodaca Roche:

Za pripremu finalnog volumena DNK, ¢ija koncentracija treba da bude 2 ng/ul, kori$¢ene su

formule kojima su izraCunavane potrebne zapremine DNK Stoka i DNK diluenta (DNA SD).

U slucajevima kada je koncentracija DNK Stoka 2 ng/ul razblazenje nije vrSeno. Ukoliko je
koncentracija DNK S$toka bila > 2 ng/ul 1 < 36 ng/ul potrebna zapremina (ul) DNK S$toka je
izratunavana za svaki uzorak prema formuli: pl DNK S$toka = (90 pul x 2 ng/ul) +
koncentracija DNK Stoka [ng/pl]. Za svaki uzorak, izratunavana je potrebna zapremina (ul)
DNA SD: ul DNA SD =90 pl — ul DNK Stoka. Ukoliko je koncentracija DNK Stoka > 36 ng/
ul koristena je formula koja omogucava izraCunavanje zapremine finalnog razblazenja DNK
Stoka (ul) koriste¢i 5 pul DNK S$toka: upl finalnog razblazenog DNK S$toka = (5 pl x
koncentracija DNK S§toka [ng/pl]) + 2 ng/ul. Za svaki uzorak, izraunati zapreminu (pnl) DNA
SD potrebnu za razblazenje 5 pul DNK Stoka do koncentracije 2 ng/ul: pL. DNA SD = pul
finalnog razblazenog DNK S$toka — 5 pl.

4.4.4. RazblazZivanje uzoraka

Pripremljen je 1 obeleZzen odgovaraju¢i broj 1, 5 ml mikrotuba za DNK razblaZenja.
Upotrebom pipete 1 nastavaka sa aerosol barijerom u obeleZene tube pipetirane su izraCunate

zapremine DNA SD. Ispipetirano je 45 pL DNA SD u 1, 5 ml mikrotubu, koja je oznacena
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kao negativna kontrola. Svaki DNK $tok i negativna kontrola izolacije su vorteksovani po 5
do 10 sekundi. Upotrebom pipete i nastavaka sa aerosol barijerom pipetirane su izracunate
zapremine svakog DNK stoka u odgovarajucu tubu koja sadrzi DNA SD. Pipetirano je 45 puL
negativne kontrole izolacije u mikrotubu u kojoj pipetirano 45 pL DNA SD (negativna

kontrola). Epruvete su zatvorene i vorteksovane po 5 do 10 sekundi

4.4.5. Priprema radnog rastvora Master Miksa (MMX-1, MMX-2 i MMX-3)

Svaki ispitivani uzorak se testira u tri reakcije, Sto je zahtevalo ukupno 75 ul razblazenog
DNK S$toka, ¢ija je koncentracija 2 ng/ul (ukupno 150 ng DNK). Pripremljena su tri radna
rastvora MMX u tri razli¢ite mikrotube (EGFR MMX-1, EGFR MMX-2 i EGFR MMX-3).

Zapremina radnih rastvora (EGFR MMXa (ul) je izracunata primenom formule:
Potrebna zapremina MMX (ul) = (broj uzoraka + 2 kontrole +1) x 20 ul

IzraCunata je i zapremina rastvora magnezijuma (MGAC) neophodnog za pripremu radnih

rastvora svakog MMX primenom sledece formule:
Potrebna zapremina MGAC (ul) = (broj uzoraka + 2 kontrole +1) x 5 pul

EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 1 MGAC bocice su vorteksovane 5 sekundi,
tecnost je spustena kratkim centrifugiranjem na dno epruveta pre upotrebe. Oznacena je po
jedna sterilna mikrotuba za radne rastvore MMX-1, MMX-2 i MMX-3, dodata je izracunata
zapremina MMX-1, MMX-2 1 MMX-3 u obeleZene mikrotube i izracunata zapremina MGAC

u obelezene mikrotube. Tube su vorteksovane 5 sekundi.

4.4.6. Pipetiranje na mikrotitar plocu

Pipetirano je po 25 ul radnih rastvora MMX u svaki reakcioni otvor na mikrotitar ploci.
Dodati su radni rastvori: MMX-1 na mikrotitar plocu (4D-plate) u otvore kolona 1, 4, 71 10,
MMX-2 na mikrotitar plo¢u (4D-plate) u otvore kolona 2, 5, 8 i 11 i MMX-3 na mikrotitar
plocu (4D-plate) u otvore kolona 3, 6, 9 1 12. Novim nastavcima, pipetirano je 25 pul EGFR
MC u otvore Al, A2 1 A3 na mikrotitar plo¢i. Novim nastavcima pipete, pipetirano je 25 pl
negativne kontrole u otvore B1, B2 i B3 na mikrotitar ploci. Koriste¢i nove nastavke pipeta,
dodato je 25 pl prvog razblaZzenog uzorka DNK u otvore C1, C2 i C3 na mikrotitar ploci;
dobro promesano. Ponoviti ovu proceduru za razblazenje DNK ostalih uzoraka (otvori D1, D2

1 D3, itd). Mikrotitar ploce su pokrivene sa zaptivnim filmom.
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Slika 38. Pipetiranje u mikrotube i mikrotitar ploca.

4.4.7. Interpretacija rezultata

Detekcija mutacija EGFR gena je odredivana na cobas® 4800 sistemu, na aparatu Cobas z

480 analyzer (Slika 39.). Ceo tok amplifikacije, detekcije 1 validacije uzoraka izvrSen je

pomoc¢u Cobas® 4800 softvera, prema uputstvima proizvodaca. Validni testovi mogu da

ukljucuju i validne i nevazece (invalidne) rezultate uzoraka. Primenom Cobas® EGFR

Mutation Test (CE-IVD) mogu da se detektuju razli¢ite mutacije prema opisanoj proceduri

(Slika 39.).
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Slika 39 Proces detekcije EGFR mutacija. (Preuzeto: www.biomedcentral.com).

U nasem istrazivanju smo detektovali EGFR mutacija na egzonu 18,19,20 1 21 (Tabela 8.).
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Tabela 8. Tipovi EGFR mutacija

Egzon Mutacije

18 Tackaste mutacije: G719X; G719A;
G719C; G719S

19 Delecije

Kompleksne mutacije

20 Tackaste mutacije: S7681; T7980M
Insercije
21 Tackaste mutacije:L858R

4.5. STATISTICKA OBRADA (ANALIZA) PODATAKA

U cilju prikazivanja osnovnih karakteristika ispitanika i tumora koriS¢eni su elementarni
pokazatelji deskriptivne statistike (aritmeticka sredina, standardno odstupanje, minimalna,

maksimalna vrednost, procenti) koji su kada je za tim bilo potrebe i graficki ilustrovani.

Raspodela posmatranih karakteristika (svojstava) u okviru postavljenih grupa je ispitivana y* i
FiSerovim neparametarskim testom, 1 to FiSerovim dvostranim testom ukoliko je neka od
posmatranih grupa imala manje od 5 elemenata, u suprotnom korii¢en je y’-test. Sva
izracunavanja su vrSena sa rizikom od 5% 1 prezentovana preko p-vrednosti, gde vrednost
p<0,05 ukazuje na to da je razlika izmedu posmatranih raspodela statisticki znacajna, tj. u
slucaju p>0,05 nema statisticki znacajne razlike medu raspodelama. Vrednost p<0,001

ukazuje na statisticki veoma znac¢ajnu razliku.

Za poredenje srednjih vrednosti numericki iskazanih grupa podataka koriS¢en je t-test i
metoda analize varijansi (ANOVA). U slucaju poredenja srednjih vrednosti za dve grupe
podataka vrSeni su neupareni (nezavisni) t-test (ako su grupe bile razlicite brojnosti ili ukoliko
nije postojala veza medu parovima podataka) i uparen (zavisni) t-test (ako je postojala veza
medu parovima podataka). Srednje vrednosti za viSe od dve grupe istovremeno su poredene
analizom varijansi u okviru koje su koris¢eni Takijev 1 Dankanov test. Na osnovu jednakosti
srednjih vrednosti grupe su svrstavane u klase, gde istoj klasi pripadaju grupe medu ¢ijim
srednjim vrednostima nema statisti¢ki znacajne razlike. Takode, preko p-vrednosti je iskazana

1 jednakost srednjih vrednosti posmatrana u ¢itavom modelu. Uzevsi u obzir rizik od 5%, kao
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1 u slucaju neparametarskih testova, vrednost p<0,05 ukazuje na to da je razlika izmedu

posmatranih srednjih vrednosti statisticki znacajna.

Jacina linearne korelacije medu grupama podataka je iskazana preko Pirsonovog koeficijenta
korelacije (r), gde vrednost 0,8 < |r| < 1 ukazuje na jaku korelaciju, 0,5 < |r| < 0,8 relativno
jaku korelaciju, 0,3 < [r] < 0,5 na slabu korelaciju i |r] < 0,3 veoma slabu korelaciju. Za r>0
posmatrana korelacija je pozitivna (direktna), u suprotnom je re¢ o negativnoj (obrnuto

srazmernoj) korelaciji.

Sva izraCunavanja su vrSena u statistickom softveru Statistica 12.
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5. REZULTATI

Nase istrazivanje je bilo delom retrospektivnog, a delom prospektivnog karaktera. U
prospektivnom delu istrazivanja odredena je: imunohistohemijska ekspresija TTF-1 u
hirur§kim uzorcima, morfometrijska analiza biopsijskih uzoraka i EGFR molekularni status u
biopsijskim 1 hirurS§kim uzorcima dok su ostali parametri istrazivanja analizirani

retrospektivno.

5.1. ISPITANICI, DIJAGNOSTICKO-TERAPIJSKE PROCEDURE I
KARAKTERISTIKE PRIMARNOG TUMORA

5.1.1. Pol

U ovo istrazivanje je bilo ukljuc¢eno 60 bolesnika, 35 (58%) muskaraca i 25 (42%) zena u
omeru 1,4:1 u korist muske populacije. Vrednost p (p=0,068) dobijena ¥ -testom je pokazala

da ne postoji statisticki znacajna razlika u brojnosti medu polovima.

5.1.2. Starost

Ukupna prose¢na starost svih bolesnika je iznosila 61,8+8,08 godina (raspon od 43 do 79),
kod muskaraca (63,6+7,21) i Zena (59,4£8,71) godina. Vrednost p (p=0,044) dobijena ¢-
testom je pokazala da postoji statisticki znacajna razlika izmedu prosecne starosti muskaraca i

zZena.

U daljoj analizi starosne dobi bolesnike smo podelili u Cetiri starosne grupe sa intervalom od
10 godina. U ukupnoj populaciji najvise (24/60; 40%) bolesnika smo imali u drugoj grupi
(51-60 god.), kod muskaraca (17/35; 49%) u tre¢oj grupi (61-70 god.), a Zena u drugoj
starosnoj grupi (13/25; 52%) (Tabela 9.). lako je zenska populacija procentualno bila
zastupljenija u prvoj i drugoj grupi (16/25; 64%), a muska u trecoj i1 Cetvrtoj grupi (23/35;
66%) dobijena vrednost neparametarskog FiSerovog testa (p=0,112) je pokazala da su polovi

ravnomerno rasporedeni po prikazanim starosnim grupama.

Starost bolesnika smo posmatrali 1 u odnosu na postavljenu granicu od 65 godina. Sve
bolesnike smo podelili u dve grupe (A<65 god. i B>65 god.) (Tabela 9.). Vrednost p
(p<0,001) dobijena y’-testom je pokazala da u ukupnoj populaciji postoji statisti¢ki znacajna
razlika u brojnosti izmedu grupe A 1 grupe B. Do istog zaklju¢ka smo dosli i1 kada smo
postavljenu starosnu granicu posmatrali odvojeno kod muskaraca i zena s tim da je grupa B

manje zastupljena kod zena (20%) u odnosu na musku populaciju (37%) (Tabela 9.).
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Tabela 9. Distribucija bolesnika prema starosti i polu.

Starosne grupe (godine) Ukupno n (%) Muskarci n (%) Zene n (%)
1(41-50) 4 (7) 1(3) 3(12)
11 (51-60) 24 (40) 11 (31) 13 (52)
111 (61-70) 23 (38) 17 (49) 6 (24)
IV (71-80) 9 (15) 6 (17) 3(12)
A (<65) 42 (80) 22 (63) 20 (80)
B (=65) 18 (20) 13 (37) 5(20)
P <0,001 0,032 <0,001
Ukupno 60 (100) 35 (100) 100

5.1.3. Pusacke navike

Podaci o puSackim navikama su preuzeti iz istorije bolesti i bili su poznati za sve bolesnike od
kojih je 6/60 (10%) nepusaca, 10/60 (17%) bivsih pusaca i 44/60 (73%) aktivnih puSaca
(pack/year= 39,6+21,45) (Tabela 10.). Primenom y’-testa smo poredili raspodelu bolesnika u
odnosu na puSacke navike. Dobijena vrednost p (p<0,001) je pokazala da postoji statisticki
znacajna razlika kada smo poredili grupu aktivnih puSaca sa grupom nepusaca i bivsih puSaca,

dok razlika izmedu broja biv§ih puSaca 1 nepuSaca nije statisticki znacajna (p=0,408).

U daljoj analizi smo posmatrali odnos puSackih navika i pola bolesnika. Rezultati ovog
istrazivanja su pokazali da je procenat aktivnih pusaca najvisi kod oba pola, ali je broj bivsih
pusaca, u odnosu na ukupnu populacijiu, procentualno znacajno ve¢i kod muskaraca, dok je
procenat nepusaca znaCajno ve¢i kod zena (Tabela 10.). Razlike puSaCkog statusa i pola
bolesnika su analizirane FiSerovim testom. Dobijena vrednost p (p=0,044) je pokazala da

postoji statisticki znac¢ajna razlika izmedu puSackog statusa muskaraca i Zena.

Tabela 10. Distribucija bolesnika prema pusackim navikama i polu.

Pusacke navike Ukupno n (%) Muskarci n (%) Zene n (%)
Aktivni pusSaci 44 (73) 24 (68) 20 (80)
Bivsi pusaci 10 (17) 9 (26) 1(4)
Nepusaci 6 (10) 2 (6) 4 (16)
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5.1.4. Dijagnostic¢ke procedure

Kod svih bolesnika dijagnoza invazivnog adenokarcinoma pluca je postavljena u biopsijskim
uzorcima dobijenim forceps biopsijom, a veli¢ina uzoraka odredena je u Centru za patologiju
prilikom prijema materijala. Transbronhijalna biopsija (TBB) je sa udelom od 63% bila
znacajno CeSca dijagnosticka tehnika uzorkovanja u odnosu na bronhobiopsiju (BB) i kateter

biopsiju (KB) (Grafikon 3).

mTBB mBB mKB

Grafikon 3. Distribucija dijagnosti¢kih procedura.

Prosecna veli¢ina biopsijskih uzoraka je iznosila 1,32 mm (u rasponu od 1 do 3 mm), u 4
(7%) slucajeva veli¢inu nije bilo moguce odrediti te su ti uzorci oznaceni kao uzorci

neodredene veliCine.

5.1.5. Terapijske procedure

Kod svih bolesnika je uradena RO resekcija tumora, najcesce lobektomija (45/60; 75%), dok
je bilobektomija (2/60; 3%) 1"wedge” resekcija (1/60; 2%) bila redi vid hirurSkog leCenja
(Tabela 11.). Raspodela tipova hirurske intervencije po polu bolesnika primenom FiSerovog
testa je pokazala da ne postoji statisticki znacajna razlika u raspodeli tipa hirursSke intervencije

medu polovima p (p=0,405).

Tabela 11: Distribucija tipa hirurSke procedura prema polu.

Tip resekcije tumora Ukupno n (%) Muskarci n (%) Zene n (%)
Lobektomija 45 (75) 25(71) 20 (80)
Pneumonektomija 12 (20) 8 (23) 4 (16)
Bilobektomija 23) 2 (6) 0(0)
“Wedge” resekcija 1(2) 0(0) 1(4)
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5.1.6. Makroskopske karakteristike tumora

S obzirom na anatomsku lokalizaciju tumori su podeljeni u pet grupa koje odgovaraju
anatomskoj gradi pluca. Najvise tumora se nalazilo u gornjem desnom reznju kako u ukupnoj
populaciji (24/60; 40%) tako i kod oba pola [muskaraca (16/35; 46%) 1 Zena (8/25; 32%)]
(Tabela 12.). Porede¢i grupe anatomske raspodele tumora prema polovima primenom
Fiserovog testa dobijena vrednost p (p=0,333) je pokazala da ne postoji statisticki znacajna

razlika medu njima.

U daljoj analizi smo posmatrali lokalizaciju tumora na desnoj i levoj strani plu¢a i uocili da su
tumori u ukupnoj populaciji ¢esée lokalizovani desno (60%) kao i kod muskaraca (71%), ali
ne i zena (44%) (Tabela 12.). Poredenjem podele tumora na desnoj i levoj strani i prema polu,

vrednost p (p=0,033) dobijena y’-testom je pokazala da je uoena razlika statisticki znatajna.

Tabela 12. Distribucija tumora prema anatomskoj lokalizaciji i polu.

Anatomska lokalizacija tumora Ukupno n (%) Muskarci n (%) Zene n (%)
Gornji desni 24 (40) 16 (46) 8(32)
Srednji 5(8) 4(11) 1(4)

Donji desni 7 (12) 5(14) 2(8)
Gornji levi 12 (20) 5(14) 7 (28)
Donji levi 12 (20) 5(14) 7 (28)

Distribucija desno/levo

Desno 36 (60) 25 (71) 11 (44)

Levo 24 (40) 10 (29) 14 (56)

Prose¢na veli¢ina tumora u ukupnoj populaciji je iznosila 54,44+24,39 (u rasponu od 9 do 140
mm), muskaraca (54,7 mm) i Zena (53,9 mm). Posmatranjem prosecne veli¢ine tumora kod
muskaraca 1 Zena primetna je bliskost u dobijenim vrednostima, odnosno p vrednost
(p=0,914) dobijena t-testom, ubedljivo je pokazala da medu njima nema statisticki znacajne

razlike.

S obzirom na veli¢inu tumori su podeljeni u cetiri klase: I (0-20 mm), II (21-30 mm), III (31-
50 mm) i IV (viSe od 50 mm). U ukupnoj populaciji i kod muSkaraca najfrekvntnija je III

klasa dok su kod Zena tumori najfrekventniji u IV klasi. Poredenjem veliine tumora,
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posmatrane po klasama, medu polovima vrednost p (p=0,147) dobijena FiSerovim testom je

pokazala da nema statisticki znacajne razlike u veli¢ini tumora medu polovima, posmatrano

po definisanim klasama (Tabela 13.).

Tabela 13. Distribucija tumora prema veli¢ini i polu.

Veli¢ina tumora (mm) Ukupno n (%) Muskarci n (%) Zene n (%)
0-20 0(0) 2(8)
21-30 309 3(12)
31-50 25 (42) 18 (51) 7 (28)
>50 27 (45) 14 (40) 13 (52)

5.1.7. Patoloski stadijum bolesti

Kod svih bolesnika je nakon hirurSke intervencije i patohistoloske analize odreden patoloski

stadijum bolesti. Najfrekventiji stadijum u ukupnoj populaciji je bio IIB (18/60; 30%), kod
muskaraca IB i IIB (sa udelom od po 31%) i kod zena ITA (32%). Najmanje bolesnika u

ukupnoj populaciji je bilo u IA (5%), kod muskaraca u IA (3%) i Zena u IB (4%) stadijumu

bolesti (Tabela 14.). Cinjenica da je IB stadijum kod Zena najredi, a kod muskaraca zajedno sa

IIB najfrekventniji i p vrednost (p=0,030) dobijena neparametarskim FiSerovim testom je

pokazala da je uo€ena razlika izmedu stadijuma bolesti i pola statisticki znacajna.

U daljoj analizi posmatrali smo odnos izmedu stadijuma bolesti i starosnih grupa. Dobijeni

rezultati su prikazani u tabeli 13. Analiziraju¢i ovaj odnos, vrednost p (p=0,920) dobijena

FiSerovim neparametarskim testom je pokazala da postoji velika sli€nost u raspodeli

stadijuma bolesti po starosnim grupama.

Tabela 14. Distribucija bolesnika prema patoloSkom stadijumu bolesti, polu i starosnim grupama.

Stadijum Ukupno Muskarci Zene Starosne grupe

bolesti n (%) n (%) n (%) 41-50 51-60 61-70 71-80
1A 3(5 1(3) 2(8) 0 1 2 0

1B 12 (20) 11(31) 1(4) 1 3 5 3
A 17 (28) 9 (26) 8(32) 1 9 5 2
1B 18 (30) 11(31) 7(28) 2 6 7 3
1A 10 (17) 3(9) 7 (28) 0 5 4 1

69



DOKTORSKA DISERTACIJA Tegeltija Dragana

5.2. TKIVNI UZORCI DOBIJENI HIRURSKOM RESEKCIJOM

Svi hirurski uzorci s tumorom su pregledani od strane dva patologa koji su u slucaju
neslaganja do krajnjeg rezultata dosli konsenzusom. Prosecno je pregledano 4,8+1,62
(raspona od 1 do 11) uzoraka sa tumorom u prosecno 9,4 +3,47 (od 2 do 23) histoloskih
rezova bojenih H&E metodom. Dobijeni Pirsonov koeficijent korelacije =0,31 pokazuje da

postoji relativno slaba korelacija izmedu broja uzoraka sa tumorom i veli¢ine tumora.

5.2.1. Kompleksnost histoloske grade adenokarcinoma

Celije adenokarcinoma su u hirurskim uzorcima pokazivale pet tipova histologkih aranzmana:
lepidi¢ni, acinarni, papilarni, mikropapilarni i solidni. Tumor sagraden od jednog aranzmana
smo smatrali Cistim (homogenim) dok su meSani tumori imali dva ili viS§e aranZmana.
Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da je vise bilo meSanih tumora (48/60, 80%), od ¢ega
su najfrekventniji bili tumori sa dva aranzamana (36/60; 60%) (Tabela 15.). Porede¢i broj
homogenih i heterogenih tumora vrednost p (p<0,001) dobijena primenom X2

neparametarskog testa je pokazala da je uocena razlika i statisti¢ki znacajna.

Tabela 15: Histoloska grada i broj histoloskih aranzmana u adenokarcinomu.

Heterogenost tumora Broj (%)
Cisti 12 (20)
Mesani 48 (80)

Broj aranZmana

Jedan 12 (20)
Dva 36 (60)
Tri 10 (17)
Cetiri 2(3)
Pet 0 (0)
Ukupno 60 (100)

5.2.2. Predominantni histoloski tip

Sve hirurSke uzorke smo reklasifikovali na osnovu IATSL/ATS/ERS kriterijuma

evidentiraju¢i procentualnu zastupljenost svakog histoloskog tipa koji se nalazio u >5%
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celokupnog tumora, a zatim smo odredili predominantni tip, odnosno tip koji je bio

procentualno najzastupljeniji.
Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da je najfrekventniji predominantni tip acinarni (27/60;
45%), zatim solidni (26/60; 43%), dok su mikropapilarni, papilarni i lepidi¢ni zastupljeni u

malom broju slucajeva (Grafikon 4.).
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Grafikon 4. Distibucija adenokarcinoma prema predominantnom tipu.

5.2.2.1. Povezanost predominantnog tipa sa klinickim karakateristikama bolesnika

Povezanost predominantnog tipa sa klinickim karakteristikama bolesnika (pol, starost i
pusacke navike) je prikazana u tabeli 16. Koriste¢i y° neparametarski test pokazali smo da

postoji statisti¢ki znacajna jednakost u raspodeli predominantnih tipova po polu (p=0,608).

Posmatrajuci povezanost predominantnog tipa sa prose¢nom starosti ispitanika nasli smo da
su vrednosti ujednacene. Kod jedinog ispitanika sa lepidicno predominantnim tipom
evidentirana je starost od 58 godina, dok je najveca prosecna starost (66,5 god.) zabelezena u
grupi ispitanika sa mikropapilarno predominantnim tipom. U dva najfrekventnija
predominantna tipa (acinarni i solidni) prose¢na starost je bila slicna (62,5 1 60,7 godina).
Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da je proseCna starost muSkaraca i Zena u
najfrekventnijim predominantnim tipovima (acinarni, solidni i mikropapilarni) sli¢na, s tim da
su muskarci u acinarno predominantnom tipu bili za 6,7 godina stariji u odnosu na Zene.

Svi bolesnici su s obzirom na starost svrstani u Cetiri starosne grupe sa intervalom od 10
godina. Najve¢i broj bolesnika sa najfrekventnijm predominantnim tipovima (acinarni i

solidni) je bio star izmedu 51 1 70 godina s tim da je u osmoj deceniji evidentiran nesto veci

broj bolesnika sa acinarno predominantnim tipom u odnosu na solidni tip (Tabela 16.).
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Posmatrajuc¢i povezanost predominantnog tipa s puSackim navikama uocili smo da je kod
najveceg broja puSaca (40/44; 91%) predominantni tip bio acinarni i solidni, dok je kod
polovine nepusaca (3/6; 50%) evidentiran acinarno predominantni tip (18% vs 8%) (Tabela

16.).

Tabela 16: Odnos predominantnog tipa sa klinickim karakteristikama bolesnika.

LPn(%) ACNn(%) PAPn(%)  MPPn (%) SOL n (%)
Pol
Muskarci 1 (100) 17 (63) 1(50) 1(25) 15 (58)
Zene 0 (0) 10 37) 1(50) 3(75) 11 (42)
Starost (godine)
41-50 0 (0) 1(4) 1(50) 0 (0) 2(8)
51-60 1 (100) 11 (41) 0 (0) 1(25) 11 (42)
61-70 0 (0) 10 37) 0 (0) 2(50) 11 (42)
71-80 0 (0) 5(18) 1(50) 1(25) 2 (8)
Pusacke navike
Aktivni pusadi 0 (0) 18 (67) 1(50) 3 (75) 22 (85)
Bivsi pusaci 0 (0) 6(22) 1(50) 0 (0) 3(11)
Nepugaci 1(100) 3(11) 0 (0) 1(25) 1(4)

5.2.2.2. Povezanost predominantnog tipa s karakteristikama primarnog tumora

U ovom istrazivanju smo analizirali povezanost predominantnog tipa sa karakteristikama
primarnog tumora (prosecna veliCina, veliCina tumora podeljena po klasama, patoloski T

stadijum tumora i stadijum bolesti). Podaci o navedenom odnosu su prikazani u tabeli 17.

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da je najmanja prosecna veliina tumora evidentirana
u acinarnom (48,7; u rasponu od 20 do 130 mm) i lepidicnom (55 mm) predominantnom tipu,
nesto veca u papilarnom (57,5; u rasponu od 55 do 60 mm) i solidnom (55,7; u rasponu od 9
do 140 mm) predominantnom tipu, dok je najvec¢a u mikropapilarnom predominantnom tipu
(82,2; u rasponu od 54 do 105 mm). Prosecna veli¢ina tumora u predominantnim tipovima

kod muskaraca i Zena je sli¢nih vrednosti s tim da je kod acinarno predominantnog tipa
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neznatno vec¢a kod muskaraca u odnosu na Zene, dok je u slucaju solidno, papilarno i

mikropapilarno predominantnog tipa situacija obrnuta.

S obzirom na veli¢inu svi slucajevi adenokarcinoma su podeljeni u cetiri klase. Dva
najfrekventnija predominantna tipa (acinarni i1 solidni) su najzastupljeniji u tre¢oj 1 Cetvrtoj
klasi (od 31 do >50 mm) sa udelom od 45/60 (75%) s tim da je kod acinarno predominantnog
tipa prime¢en manji broj tumora ve¢ih od 50 mm u odnosu na solidno predominantni tip (8 vs
12). Prose¢na veli¢ina tumora u slucaju svih lepidi¢no, papilarno i mikropapilarno

predominantnih tipova je bila ve¢a od 50 mm (Tabela 17.).

U svim slucajevima odreden je patoloski stadijum tumora (pT) i1 izvrSena raspodela
predominantnih tipova prema ovom stadijumu (Tabela 17.). Rezultati ovog istrazivanja su
pokazali da su svi papilarno i lepidino predominantni tipovi bili u stadijumu pT2b,
mikropapilarni u stadijumu pT3 dok su acinarno i solidno predominantni tipovi bili
podjednako rasporedeni po pT stadijumima. Vrednost p (p=0,198) dobijena primenom
Fiserovog neparametarskog testa je pokazala da postoji jednaka raspodela predominantnih

tipova po pT stadijumu.

Raspodela predominantnih tipova prema patoloskom stadijumu bolesti je prikazana u tabeli
broj 17. U ovom istrazivanju evidentirali smo da se svi papilarno i lepidi¢no predominantni
tipovi nalaze u IIA stadijumu dok su mikropapilarno predominantni tipovi podjednako
rasporedeni u viSim stadijumima bolesti (IIB 1 IIIA). Najfrekventniji predominantni tipovi
(acinarni i solidni) su podjednako rasporedeni u svim stadijumima bolesti. Vrednost p=0,571
dobijena FiSerovim neparametarskim testom je ukazala na statisti¢ki jednaku raspodelu

predominantnih tipova po stadijumu bolesti.

Tabela 17:0dnos predominantnog tipa i karakteristika primarnog tumora.

Prosecna veli¢ina (mm) Ukupno LP ACN PAP MPP SOL
Ukupno 54,37 55,0 48,7 57,5 82,2 55,7
Muskarci 54,66 55,0 53,2 55,0 10,0 53,2
Zene 53,96 0 41,0 60,0 76,3 59,1

Veli¢ina tumora (mm)

0-20 2 (3) 0 (0) 1 (4) 0 (0) 0 (0) 1(4)
21-30 6 (10) 0 (0) 4(15) 0 (0) 0 (0) 2(8)
31-50 25 (42) 0 (0) 14 (52) 0 (0) 0 (0) 11 (42)
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Nastavaktabele 17.

>50 27 (45) 1 (100) 8 (29) 2 (100) 4(100) 12 (46)
pT

pT1b 6 (10) 0 (0) 4(15) 0 (0) 0 (0) 2 (8)
pT2a 19 (32) 0(0) 10 (37) 0(0) 0(0) 9 (34)
pT2b 16 (26) 1 (100) 6 (22) 2 (100) 0(0) 7(27)
pT3 18 (30) 0(0) 6 (22) 0(0) 4(100) 8 (31)
pT4 1(2) 0(0) 1(4) 0(0) 0 (0) 50 (0)
Stadijum bolesti

IA 3(5) 0(0) 2(7) 0(0) 0(0) 1(4)
1B 12 (20) 0 (0) 6 (22) 0(0) 0(0) 6 (23)
A 17 (28) 1(100) 8 (30) 2 (100) 0 (0) 6 (23)
1B 18 (30) 0 (0) 8 (30) 0 (0) 2 (50) 8 (31)
A 10 (17) 0 (0) 3(11) 0 (0) 2 (50) 5(19)

5.2.3. Sekundarni histoloski tip

Kod svih mesanih tumora evidentirali smo procentualnu zastupljenost preostalih histoloskih
tipova. Tip koji je po procentualnoj zastupljenosti bio iza predominantnog smatrali smo
sekundarnim tipom. Sekundarni tip je zabeleZzen kod 48/60 (80%) slu¢ajeva, od kojih su
acinarni i solidni bili najzastupljeniji sa ukupnim udelom od 37/48 (77%). Papilarno,
lepidi¢no 1 mikropapilarno predominantni tipovi su ¢es¢e bili sekundarni nego predominantni

tipovi (Grafikon 5.).

BACN mLP mMPP mPAP m50L
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Grafikon 5. Distribucija sekundarnih tipova.
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5.2.4. Prognosticke grupe

S obzirom na prognosticki znacaj svi adenokarcinomi su klasifikovani u tri prognosticke
grupe. U grupi sa dobrom prognozom se nalazio lepidi¢no predominantni tip koji je u ovom
istrazivanju evidentiran samo u jednom slucaju 1/60 (2%). U grupi sa umerenom prognozom
su bili acinarno i papilarno predominantni tip (29/60; 48%) dok je grupa sa loSom prognozom

(mikropapilarno i solidno predominantni tip) bila najzastupljenija (30/60; 50%).

5.2.5. Imunohistohemijska evaluacija

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da su Cetiri standardna imunohistohemijska bojenja
namenjena pre svega za diferencijaciju adenokarcinoma od skvamoznog karcinoma (TTF-1,
CK7, CK 5/6 1 p63) uradena kod malog broja bolesnika, kod devet u biopsijskim uzorcima i
kod cetiri na hirurSki reseciranom materijalu. Histohemijska metoda bojenja (PAS/AB) je

uradena jednom slucaju i to u biopsijskom uzorku.

Imunohistohemijska evaluacija nuklearne ekspresije TTF-1 je izvrSena u prospektivnom delu
istrazivanja od strane dva patologa. Karakteristike i rezultati TTF-1 ekspresije su prikazani u
tabeli 18. TTF-1 pozitivna ekspresija je evidentirana u 52/60 (87%) slucajeva. Poredeci broj
TTF-1 negativnih 1 TTF-1 pozitivnih adenokarcinoma vrednost p (p<0,001) dobijena

neparametarskim y°-testom je pokazala da postoji statisti¢ki znacajna razlika medu njima.

U daljoj analizi poredili smo puSacke navike bolesnika sa TTF-1 pozitivnim i TTF-1
negativnim adenokarcinomom, vrednost p (p=0,649) dobijena neparametarskim Xz—testom je

pokazala da ne postoji statisticki znacajna razlika u raspodeli pusackih navika medu njima.
Kada smo poredili polnu distribuciju u grupt TTF-1 negativnith 1 TTF-1 pozitivnih
adenokarcinoma vrednost p (p=0,123) dobijena neparametarskim y’-testom je pokazala da ne

postoji statisti¢ki znacajna razlika medu njima.

Porede¢i prosecnu veli€inu tumora izmedu TTF-1 pozitivnih 1 TTF-1 negativnih
adenokarcinoma vrednost p (p=0,210) dobijena t-testom je pokazala da ne postoji statisticki

znacajna razlika medu njima.
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Tabela 18: Distribucija TTF-1 ekspresije prema klini¢ko-patolo$kim karakteristikama

TTF-1 ekspresija Negativan n (%) Pozitivan n (%)
Ukupno 8 (13) 52 (87)
Pol
Muskarci 7 (88) 28 (54)
Zene 1(12) 24 (46)
Prosecna starost 62.25 61.77
Pusacke navike
Nepusaci 1(12.5) 5(10)
Bivsi pusaci 2 (25.0) 7 (13)
Aktivni pusaci 5(62.5) 40 (77)
Veli¢ina tumora (mm)

Prosecna 64,5 52,8
Rang veli¢ine (mm) 25-100 90-140

S obzirom na procenat tumorskih celija koje pokazuju pozitivhu TTF-1 ekspresiju i na

intenzitet imunohistohemijske ekspresije sve TTF-1 pozitivne adenokarcinome smo podelili u

Cetiri skora od kojih je skor 4 (intenzivna nuklearna ekspresija u >50% tumorskih ¢elija) bio

najfrekventniji (36/52; 69%), dok je skor 2 (nuklearna ekspresija blagog intenziteta u >50%
tumorskih ¢elija ) bio najredi (1/52; 2%) (Gratikon 6.).

/
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Grafikon 6. Distribucija skora TTF-1 ekspresije.
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Odnos izmedu TTF-1 skora i predominantnog tipa je prikazan graficki (Grafikon 7.). U dva
najfrekventnija predominantna tipa (acinarni i solidni) TTF-1 ekspresija je evidentirana u vise
od 80%, kod acinarno predominantnog u 24/27; (89%) i kod solidno predominantnog u 22/26
(85%) dok su svi papilarno i1 mikropapilarno predominantni TTF-1 pozitivni, a jedini
lepidiéno  predominantni TTF-1 negativan. Vrednost p (p=0,633) dobijena xz
neparametarskim testom je pokazala da nema statisticki znacajne razlike u raspodeli TTF

skora u najfrekventnijim predominantnim tipovima (acinarni i solidni).
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Grafikon 7. Distribucija skora TTF-1 skora prema predominantnom tipu.

5.2.6. Limfogene metastaze

Od ukupnog broja bolesnika kod 25 (42%) nadene su metastaze u limfnim ¢vorovima od toga
kod 21 u intrapulmonalnim, hilarnim i interlobarnim (N1) i kod Cetiri u medijastinalnim (N2)
limfnim ¢vorovima. Metastaze su bile Ciste (jedan histoloski aranzman) kod 20 i mesane (dva
histoloska aranzmana) kod pet bolesnika. Od 25 bolesnika sa metastazama u limfnim
¢vorovima primarni tumori su bili Cisti (jedan histoloski aranzman ) kod cetiri 1 meSani (> 2
histoloska aranzmana) kod 21 bolesnika.

5.2.6.1. Odnos izmedu predominantnog tipa u primarnom tumoru i predominantnog
tipa u limfogenim metastazama

Bez obzira na broj histoloSkih aranzmana u limfnim ¢vorovima predominantni su bili acinarni
(13) 1 solidni (12) tip. Kod 19/25 bolesnika predominantni tip u limfhom ¢voru bio je
identiCan sa predominantnim tipom u primarnom tumoru [acinarni (9) 1 solidni (10)]. Kod
preostalih Sest bolesnika nije uoceno poklapanje izmedu predominantnog tipa u primarnom

tumoru sa predominantnim tipom u limfogenim metastazama (Tabela 19.).

Tabela 19. Odnos izmedu predominantnog tipa u primarnom tumoru i limfogenim metastazama

77



DOKTORSKA DISERTACIJA Tegeltija Dragana

Predominantni tip u u Predominantni tip u limfogenim metastazama
primarnom tumoru
LP ACN PAP MPP SOL Ukupno

LP 0 0 0 0 0 0
ACN 0 9 0 0 2 11
PAP 0 0 0 0 0 0
MPP 0 2 0 0 0 2
SOL 0 2 0 0 10 12
Ukupno 0 13 0 0 12 25

5.2.6.2. Odnos izmedu sekundarnog tipa u primarnom tumoru i predominantnog tipa u
limfogenim metastazama

Odnos izmedu sekundarnog tipa u primarnom tumoru i predominantnog tipa u limfogenim
metastazama je prikazana u tabeli 19. Kod pet bolesnika uoceno je poklapanje
predominantnog tipa u limfnom ¢voru sa sekundarnim tipom u primarnom tumoru [acinarni

(3) 1 solidni (2)] dok kod preostalih 16 bolesnika ovo poklapanje nije uo€eno (Tabela 20.).

Tabela 20. Odnos izmedu predominantnog tipa u limfogenim metastazama i sekundarnog tipa u primarnom.

Predominantni tip u Sekundarni tip u primarnom
limfnim ¢vorovima
LP ACN PAP MPP SOL Ukupno

LP 0 0 0 0 0 0
ACN 1 3 3 1 4 12
PAP 0 0 0 0 0 0
MPP 0 0 0 0 0 0
SOL 0 6 1 0 2 9
Ukupno 1 9 4 1 6 21

5.2.6.3. Odnos izmedu sekundarnog tipa u limfogenim metastazama sa histoloSkom
gradom primarnog tumora

Mikropapilarni tip je bio sekundarni tip u limfogenim metastazama kod dva bolesnika od

kojih je u jednom slucaju ovaj tip bio predominantan u primarnom tumoru dok je u drugom
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slucaju sa udelom od 10% bio iza acinarnog 1 solidnog tipa. U tri slu¢aja sekundarni tip u

limfogenim metastazama je bio acinarni tip koji je bio sekundarni tip primarnim tumorima.

5.3. TKIVNI UZORCI DOBIJENI BIOPSIJOM

5.3.1. Histolos$ka evaluacija biopsijskih uzoraka

Biopsijski uzorci: transbronhijalna biopsija plu¢a-TBB , bronhobiopsija-BB i kateter biopsija-
KB su seceni na prose¢no 16,3+6,63 (ranga od 4 do 44) histoloskih rezova koji su bojeni
standardnom H&E metodom bojenja 1 reklasifikovani na osnovu IATSL/ATS/ERS

kriterijuma.

Tumor sagraden od jednog aranzmana smo smatrali ¢istim (homogenim) dok su meSani
(heterogeni) tumori imali dva ili viSe aranzmana. Broj slucajeva sa jednim histoloSkim
aranzmanom (43/60; 72%) je znacajno ve¢i od broja slucajeva sa dva i viSe aranZmana
(17/60; 18%). Dva histoloska aranzmana su nadena kod 14 (23%), tri kod 3 (5%) biopsijskih
uzoraka, uzorci s vise od tri aranzmana nisu evidentirani (Grafikon 8.).Vrednost p (p<0,001)
dobijena primenom y” neparametarskog testa je pokazala da postoji statisti¢ki zna¢ajna razlika

izmedu broja homogenih 1 heterogenih tumora u biopsijskim uzorcima.
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Grafikon 8. Distribucija biopsijskih uzoraka prema broju histoloskih aranzmana.

Analiziraju¢i frekventnost predominantnih tipova u biopsijskim uzorcima rezultati ovog
istrazivanja su pokazali da je acinarno predominantni tip bio najzastupljeniji u svim uzorcima
(35/60; 58%), dok su lepidi¢no predominantni i mikropapilarno predominantni bili zastupljeni

u manjem broju (Tabela 21.).
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U daljem istrazivanju smo odredili frekventnost sekundarnih tipova u svim heterogenim
tumorima. Od svih sekundarnih tipova najucestaliji je bio acinarni (8/17; 47%) dok su

lepidi¢ni, mikropapilarni i papilarni bili redi (Tabela 21.).

Tabela 21: Zastupljenost predominantnog i sekundarnog tipa u biopsijskim uzorcima.

Ukupnon (%) LPn(%) ACNn(%) PAPn(%) MPPn(%) SOLn (%)

Predominantni 60 1(2) 35 (58) 1(2) 2(3) 21 (35)

Sekundarni 17 1(6) 8 (47) 2(12) 2(12) 4(23)

Mikroskopskom analizom smo odredili broj biopsijskih uzoraka. Rezultati ovog istrazivanja
su pokazali da je bilo prose¢no 1,96 (u rasponu od 1 do 7) biopsijskih uzoraka, od kojih je
prosecno 1,5 uzoraka bilo sa tumorom. Od svih najfrekventniji su slucajevi s jednim (21/60;
35%) i dva (21/60; 35%) biopsijska uzorka, zatim sa tri (12/60; 20%) dok su oni sa Cetiri
(1/60, 2%) 1 sedam (1/60; 2%) uzoraka bili retki. U cCetiri slucaja (4/60; 6, 67%) broj

biopsijskih uzoraka nije bilo moguce odrediti.

S obzirom na broj oduvanih tumorskih ¢elija (TC) svi biopsijski uzorci su klasifikovani u
sedam grupa (I<20 TC; II 21-50 TC; 11T 51-100 TC; IV 101-200 TC; V 201-500 TC; VI 501-
1000 TC; VII >1000 TC) (Grafikon 9.). U grupi sa vise od 200 TC, a manje od 500 TC
nalazilo se najviSe uzoraka (n=20; 33%), a najmanje (n=5; 8%) uzoraka bilo je u grupi koja
sadrzi vise od 20 TC, a manje od 50 TC, uz napomenu da grupe sa manje od 20 TC i vise od

1000 TC u ovom istrazivanju nismo evidentirali.
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Grafikon 9. Distribucija biopsijskih uzoraka s obzirom grupe ocuvanih tumorskih celija.
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5.3.2. Morfometrijska analiza biopsijskih uzoraka

U svim biopsijskim uzorcima smo odredili procenat volumenske gustine tumorskog tkiva

(PVT) i procenat volumenske gustine netumorskog tkiva (PVNT).

U razlicitim tipovima biopsije (TBB, BB 1 KB) poredili smo procenat volumenske gustine
tumorskog tkiva (Tabela 22.). Vrednost p (p=0,360) dobijena koriStenjem metode analize
varijansi (ANOVA) je pokazala da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu srednjih

vrednosti procenta volumenske gustine tumorskog tkiva u posmatranim tipovima biopsije.

U daljem istrazivanju smo poredili odnos izmedu procenta volumenske gustine tkiva u
predominantnom tipu u 58 biopsijskih uzoraka (Tabela 22.). Iz istrazivanja su iskljuceni
uzorci sa lepidi¢no i papilarno predominantnim tipom jer su bili zastupljeni samo u po jednom

slucaju.

Vrednost p (p=0,857) dobijena metodom analize varijansi je pokazala da ne postoji statisticki

znacajna razlika izmedu procenta volumenske gustine tumorskog tkiva i predominantnog tipa.

Procenat volumenske gustine tumorskog tkiva smo poredili i u odnosu na grupe celija
formirane u odnosu na broj tumorskih ¢elija (grupe od I do VII) (Tabela 22.). Vrednost p
(p<0,001) dobijena ANOVA analizom je pokazala da postoji statisti¢ki znacajna razlika medu
njima, odnosno da se srednje vrednosti procenta volumenske gustine tumorskog tkiva u grupi
V (201-500 TC) i grupi VI (501-1000 TC) statisti¢ki znacajno razlikuju u odnosu na ostale

grupe u kojima je manje od 200 tumorskih c¢elija.

Tabela 22: Odnos izmedu procenta volumenske gustine tumorskog tkiva i tipa biopsije, predominantnog tipa i

broja oCuvanih tumorskih ¢elija.

Karakteristike Broj (%) PVT
Tip biopsije

TBB 38 (63) 21,63"
BB 10 (17) 31,22°
KB 12 (20) 21,80°

Predominantni tip u By

ACN 35 (60) 22,30°
SOL 21(36) 24,83
MPP 2 (4) 27,56"
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Nastavak tabele 22

Grupe c¢elija (broj celija)

I (£20) 0 (0) 0

11 (21-50) 5(8) 6.64°
111 (51-100) 10 (17) 10,95
IV (101-200) 12 (20) 10,87°
V (201-500) 20 (33) 31,63
VI (501-1000) 13 (22) 37,70
VII (>1000) 0 (0) 0

Legenda: malim slovima su obelezene klase kojima pripadaju srednje vrednosti, dobijene ANOVA analizom)

Od interesa za ovo istrazivanje je bila i analiza procenta volumenske gustine tumorskog tkiva
u biopsijskim uzorcim pri postavljenoj granici od 10%. Od ukupnog broja uzoraka 19/60
(32%) je bilo sa manje od 10%, dok je 41/60 (68%) bilo sa > 10% PVT. Vrednost p (p<0,001)

dobijena y*-testom je pokazala da je uotena razlika statisti¢ki znacajna.

5.4. PODUDARNOST IZMEPU HISTOLOSKIH KARAKTERISTIKA
TUMORA U BIOPSIJSKIM UZORCIMA 1 UZORCIMA
DOBIJENIM HIRURSKOM RESEKCIJOM

5.4.1. Podudarnost histoloske grade

U ovom istrazivanju smo poredili broj homogenih 1 heterogenih tumora u biopsijskim 1 u
hirurSkim uzorcima kao i njthov medusobni odnos (Tabela 23.). Vrednost p (p<0,001)
dobijena y neparametarskim testom je pokazala da postoji statisticki zna¢ajna razlika u broju

homogenih 1 heterogenih tumora u biopsijskim 1 hirur§kim uzorcima.

Distribucija predominantnih tipova u biopsijskim 1 hirur§kim uzorcima sa odgovaraju¢im p
vrednostima je prikazana u tabeli 23. FiSerovim neparametarskim testom (p=0,656) je
potvrdeno da uocena razlika u raspodeli pacijenata sa odredenim predominantnim tipom u

hirurSkim 1 biopsijskim uzorcima nije statisti¢ki znacajna.
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Tabela 23: Distribucija tumora s obzirom heterogenost tumora i predominantni tip u biopsijskim i hirurSkim

uzorcima.

Karakteristike Biopsijski uzorci n (%) Hirurski uzorci n (%) P

Heterogenost tumora

Cisti 43 (72) 12 (20)

Mesani 17 (18) 48 (80)

Predominantni tip

LP 12) 1(2) 1
ACN 35 (58) 27 (45) 0,144
PAP 12) 2(3) 1
MPP 2(3) 4(7) 0,680
SOL 21 (35) 26 (43) 0,350

5.4.2. Podudarnost izmedu predominantnih tipova

Kod svih bolesnika izvrSena je analiza poklapanja predominantnog tipa u biopsijskom i
hirurSkom uzorku. Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da je u 80% slucajeva
predominantni tip identiCan u obe grupe uzoraka. Od preostalih 20% slucajeva koji imaju
lepidi¢no, papilarno, mikropapilarno i solidno predominantni tip u hirurSkom uzorku u
biopsijskim uzorku je predominantni tip bio acinarni, dok se u dva slucaja kada je
predominantni tip u hirurSkom uzorku acinarni u biopsijskom je predominantni lepidi¢ni 1

solidni (Tabela 24.).

Tabela 24: Odnos izmedu predominantnih tipova u hirurskim i biopsijskim uzorcima.

Hirurski uzorci Biopsijski uzorci

LP ACN PAP MPP SOL Ukupno n (%)
LP 0 1 0 0 0 1(2)
ACN 1 25 0 0 1 27 (45)
PAP 0 1 1 0 0 2(3)
MPP 0 2 0 2 0 4 (7)
SOL 0 6 0 0 20 26 (43)
Ukupno n (%) 1(2) 35(58) 1(2) 2(3) 21 (35) 60 (100)
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5.4.3. Podudarnost izmedu sekundarnih tipova

Sekundarni histoloski tip u biopsijskim i hirurSkim uzorcima i odgovaraju¢a p vrednost je
prikazan u tabeli 25. Poredenjem ucestalosti sekundarnih tipova u analiziranim uzorcima
primenom % i FiSerovog testa nasli smo da nema statisti¢ki znacajne razlike u pojavljivanju
svakog tipa ponaosob (p vrednosti su date u tabeli 25) kao i da globalno nema (p=0,450)

razlike u pojavljivanju sekundarnih tipova u hirurskim i biopsijskim uzorcima.

Tabela 25. Odnos izmedu sekundarnih tipova u hirurskim i biopsijskim uzorcima.

Tip uzorka Ukupno ACN LP MPP PAP SOL P
Hirurski 48 20 2 1 8 17 0,450
Biopsijski 17 8 1 2 2 4
P 0,700 1 0,165 1 0,547

5.5. MOLEKULARNA ANALIZA

5.5.1. Izolacija DNK

DNK smo izolovali iz biopsijskih 1 hirur§kih uzoraka. Od svih hirur§kih uzoraka sa
tumorskim tkivom odabirali smo uzorke bez ili sa minimalnom koli¢inom nekroze kako bi se,
Sto je viSe moguce, izbegla degradacija DNK 1 inhibicija Tag polimeraze. Prose¢na
koncentracija izolovane DNK u biopsijskim uzorcima je iznosila 5,81 ng/ul (u rasponu od
0,38 do 19,2 ng/ul) 1 znatno je manja u odnosu na prose¢nu koncentraciju izolovane DNK u

hirur§kim uzorcima 28,32 ng/ul (u rasponu od 0,55 do 110 ng/ul).

Koriste¢i metodu analize varijansi poredili smo srednje vrednosti koncentracije izolovane
DNK u biopsijskim uzorcima u odnosu na tip biopsije (transbronhijalna biopsija,
bronhobiopsija i1 kateter biopsija) (Tabela 26.). U kateter biopsiji je verifikovana znatno niza
prosecna vrednost koncentracije izolovane DNK. Dankanovim testom u okviru ANOVA
analize uocCena je statistiCki znacajna razlika medu srednjim vrednostima koncentracije za
bronhobiopsiju i kateter biopsiju, te su one razdvojene u zasebne klase, dok transbronhijalna

biopsija pripada obema klasama.

U daljem istrazivanju za grupe predominantnih tipova u biopsijskim uzorcima u kojima je bilo
viSe od jednog bolesnika izvrSeno je poredenje srednjih vrednosti koncentracije izolovane

DNK koriste¢i metodu analize varijansi ANOVA. Dobijena vrednost p (p=0,237) je pokazala
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da nema statisticki znacajne razlike medu srednjim vrednostima koncentracije izolovane DNK

po posmatranim predominantnim tipovima.

Tabela 26: Odnos koncentracije izolovane DNK sa tipom biopsije i predominantnim tipom.

Karakteristike konc. DNK ng/ml P
Tip by

TBB 6,15% p=0,055
BB 7,75°

KB 3,09°

Predominantni tip

ACN 6,64 p=0,237
SOL 4,46°
MPP 7,51°

Legenda: malim slovima su obelezene klase kojima pripadaju srednje vrednosti, dobijene ANOVA analizom.

Osim §to smo odredili procenat volumenske gustine tumorskog tkiva odredili smo i procenat
volumenske gustine netumorskog tkiva, krvi 1 nekoze. Nekroza je evidentirana u dva slucaja
sa udelom od 20% 1 40% 1 u oba slucaja su dobijeni validni rezultati EGFR molekularnog
testiranja. Za razliku od nekroze, krv je u 20 biopsijskih uzoraka nadena u rasponu od 2,25%
do 90,72% procenta. Kod dva od 20 slu¢ajeva ¢iji je procenat volumenske gustine razlicit
(11,73% 1 71,71%) koncentracija izolovane DNK je 3,84 ng/ul 1 1,71 ng/ul, dobijeni su

nevazeci (invalidni) rezultati molekularnog EGFR testiranja.

5.5.2. EGFR mutacioni status

U ovom istrazivanju EGFR mutacioni status je odreden kod 60 bolesnika, ukupno je

analizirano 120 uzoraka [biopsijski uzorci (n=60) i1 hirurski uzorci (n=60)].

Od ukupnog broja uzoraka invalidni rezultat EGFR testiranja je evidentiran u sedam uzoraka
(5,8%), od kojih je bilo Sest biopsijskih uzoraka i jedan hirurSki uzorak. Uzorci u kojima su
dobijeni invalidni rezultati su retestitrani pri ¢emu je rezultat EGFR molekularnog testiranja u

biopsijskim uzorcima ostao nepromenjen, dok je u hirurSkom uzorku dobijen wt EGFR.

Koriste¢i t-test poredene su srednje vrednosti koncentracije izolovane DNK u hirurskim (H) i

biopsijskim (B) uzorcima kod pacijenata sa wf EGFR 1 mutiranim EGFR tumorom i
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ustanovljeno je, sa rizikom od 5%, da nema statisticki znacajne razlike medu poredenim

vrednostima (p=0,132 i p=0,641) (Tabela 27.).

Tabela 27. Srednje vrednosti koncentracije izolovane DNK u hirurSkim i biopsijskim uzorcima izmedu w¢

EGFR i EGFR mutiranih adenokarcinoma.

Karakteristike EGFR mutirani wt EGFR P
Koncentracija DNK ng/ul (H) 7,38 29,42 0,132
Koncentracija DNK ng/ul (B) 4,53 5,87 0,641

EGFR mutacije su detektovane kod tri od 60 bolesnika (5%), odnosno u pet od 120

analiziranih uzorka (tri hirur§ka uzorka i dva biopsijska uzorka).

Od tri bolesnika sa EGFR mutiranim adenokarcinomom dve su Zene. Prosecna starost ovih
bolesnika je iznosila 63 godine s tim da su dva bolesnika imali > 65 godina. Dva bolesnika su
bili pusaci koji su pusili prosecno 20 godina s tim da je kod jednog od njih index pack/year

iznosio 2,5 (Tabela 28.).

Tabela 28. Karakteristike bolesnika sa EGFR mutiranim adenokarcinomom

Slucaj Pol Starost  Pusenje
1. Muskarac 50 Pusac
2. Zena 65 Puga¢
3. Zena 74 Nepusac

Dijagnoza invazivnog adenokarcinoma kod svih bolesnika je postavljena u transbronhijalnom

biopsijskom uzorku prosecne velicine od 2,8 mm.

Kod dva bolesnika je uradena lobektomija 1 jednog pneumonektomija. Tumor prosecne
veli¢ine od 55 mm je u dva slucaja bio lokalizovan u gornjem desnom reznju i jednom u
donjem levom reznju. S obzirom na veli¢inu jedan tumor se nalazio u klasi I (0-20 mm), dok

su druga dva bili u klasi IV (>50 mm).

U ovom istraZzivanju uocena je razli¢ita distribucija EGFR mutiranih adenokarcinoma u
odnosu na pT stadijum i stadijum bolesti pri ¢emu su dva bolesnika bili u IIB, jedan u IIA

stadijumu bolesti (Tabela 29.).
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Prosecno je pregledano 5,7 uzoraka sa tumorom u prosecno 8,3 histoloskih rezova bojenih
metodom H&E. S obzirom na kompleksnost histoloske grade u hirurSkim uzorcima u sva tri
slu¢aja adenokarcinomi su bili meSani, odnosno sagradeni od dva histoloska aranzmana. U
dva slucaja predominantni tip je bio solidni, u jednom acinarni. Sekundarni tip u primarnom
tumoru je acinarni (dva slucaja) i lepidicni (jedan slucaj). S obzirom na prognozu bolesti dva
bolesnika se nalaze u grupi sa loSom prognozom i jedan u grupi sa intermedijernom
prognozom. Intenzivna imunohistohemijska ekspresija TTF-1 u > 50% tumorskog tkiva (skor
4) je evidentirana kod dva adenokarcinoma i negativna u jednom sluc¢aju. Limfni ¢vorovi sa
metastazom adenokarcinoma su nadeni kod dva od tri bolesnika. U jednom slucaju u
metastazi je evidentirana homogena histoloska grada 1 u tom slucaju je odgovarala
predominantnom tipu u primarnom tumoru. U slucaju kada je metastaza bila heterogena
uoceno je poklapanje izmedu predominantnog i sekundarnog u metastazi i primarnom

tumorom (Tabela 29.).

Biopsijski uzorci su seceni u prosecno 31 histoloskih rezova bojenih metodom H&E. S
obzirom na kompleksnost histoloSke grade u sva tri slucaja adenokarcinom je bio Cist
(homogen). Predominantni tipovi su bili acinarni (dva slucaja) i lepidi¢ni (jedan slucaj). S
obzirom na predominantni tip u hirurSkim i biopsijskim uzorcima u sva tri slu¢aja nije uoc¢eno

poklapanje izmedu predominantnih tipova (Tabela 29.).

Tabela 29. Karakteristike bolesnika sa EGFR mutiranim adenokarcinomom.

Slucaj H-P/S By-P/S LC-P/S pT  Stage TTEF-1
1. Solidni/Acinarni Acinarni Negativan T3 IIB 0
2. Solidni/Acinarni Acinarni Solidni/Acinarni  T2b  1IB 4
3. Acinarni/Lepidi¢ni ~ Lepidi¢ni Acinarni T2a IIA 4

Legenda: P/S- predoninantni/sekunarni; H- hirurski uzorak; By-biopsijski uzorak; LC-limfuni ¢vorovi;

U dva slucaja biopsijski uzorci su imali po jedan biopsijski fragment koji je bio s tumorom.
Dva biopsijska fragmenta, od kojih je u jednom bilo evidentirano tumorsko tkivo, su nadeni u

jednom slucaju.

Od tri slucaja sa EGFR mutiranim adenokarcinomom u dva je biopsijski uzorak bio svrstan u
grupu III (51-100 tumorskih ¢elija) i jedan u grupu IV (101 do 200 tumorskih ¢elija) (Tabela
30.).
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Prosetna koncentracija izolovane DNK u hirurSkim wuzorcima EGFR mutiranih
adenokarcinoma je iznosila 7,38 ng/ul, biopsijskim uzorcima 4,53 ng/ul. Prosec¢na vrednost
procenta volumenske gustine tumorskog tkiva u biopsijskim uzorcima je iznosila 11,59%, u
dva sluc¢aja ispod 10%. Krv je nadena u jednom biopsijskom uzorku sa udelom od 32% dok

nekroza nije evidentirana u biopsijskim uzorcima sa EGFR mutiranim adenokarcinomom

(Tabela 30.).

Tabela 30. Karakteristike biopsijskih uzoraka kod EGFR mutiranog adenokarcinoma.

Slucaj Grupe celija Koncentracija DNK ng/ul PVT %K
1. I 12,6 9,21 0,0
2. v 0,389 18,0 32,0
3. 11 0,598 7,55 0,0

U ovom istrazivanju su evidentirane su EGFR mutacija na egzonu 20 i egzonu 21. U
hirurSkim uzorcima L858R mutacije na egzonu 20 (dva slucaja) i insercije na egzonu 21
(jedan slucaj). Poklapanje mutacionog EGFR statusa u hirurSkim 1 biopsijskim uzorcima

evidentirano je kod dva bolesnika Tabela (31.).

Tabela 31. Distribucija mutacija u hirurskim i biopsijskim uzorcima.

Slucaj Hirurski uzorak Biopsijski uzorak
1. Egzon 21 L858R Wilde type EGFR
2. Insercija u egzonu 20 Insercija u egzonu 20
3. Egzon 21 L858R Egzon 21 L858R
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6. DISKUSIJA

Karcinom pluca je vodeéi uzrok obolevanja i umiranja u svetu (2). Oko 58% svih karcinoma
pluca je evidentirano u manje razvijenim zemljama sveta pri ¢emu je najveca zabelezena
incidenca kod oba pola u Severnoj Americi i Evropi, a najmanja Africi, Latinskoj Americi 1
na Karibima. Odnos izmedu pojedinih histoloskih tipova se menjao vremenom. U ranom
registracionom periodu (1977.god.-1981.god.), sa udelom od 32% skvamozni karcinom je bio
predominantan u odnosu na adenokarcinom (<30%). Taj odnos se drasticno izmenio u
kasnijem periodu (2006.god.-2010.god.) u korist adenokarcinoma naspram skvamoznog
karcinom (>40% vs 20%). Zastupljenost krupnocelijskog i sitnoéelijskog karcinoma u
posmatranim vremenskim intervalima je smanjena za nekoliko procenata. Ovim izmenama u
procentualnom udelu pojedinih histoloskih tipova karcinoma plu¢a svakako je doprinela 1
primena imunohistohemijskih metoda bojenja koja je omogucila precizniju diferencijaciju
izmedu pojedinih histoloskih tipova karcinoma pluéa pre svega razlikovanju adenokarcinoma
od krupnocelijskog karcinoma kao 1 razlikovanju loSe diferentovanog adnokarcinoma od
skvamoznog karcinoma (238). Posmatraju¢i pik incidence uocene su razlike medu
histoloskim tipovima. Za skvamozni karcinom pik incidence je bio izmedu 1982. god. 1 1986.
godine, sitnocelijski karcinom (1987.god. 1 1991.god.) 1 adenokarcinom (1992.god. i
1996.god.). Imajuéi u vidu ¢injenicu da je puSenje jedan od osnovnih etioloskih faktora u
nastanku karcinoma pluca smatra se da je uoCena razlika u procentualnoj zastupljenosti
pojedinih histoloskih tipova i1 piku incidence posledica promena u duvanskoj industriji i
puSackim navikama poslednjih decenija. Smanjena koli¢ina katrana 1 nikotina, pove¢an udio
nitrozamina 1 dubina inhalacije su doprineli da je delovanje Stetnih komponenti iz duvanskog
dima premesteno iz centralnih delova plu¢a na periferiju, a samim tim i doprinelo porastu

incidence adenokarcinoma (239).

S obizirom na visoku incidencu karcinoma plu¢a Srbija se nalazi na drugom mestu iza
Madarske u ukupnoj populaciji, kod muskaraca na ¢etvrtom, a kod Zena na 11 mestu (238). U
Vojvodini je broj novoobolelih i umrlih od karcinoma pluéa u stalnom porastu. Za razliku od
sredine devedesetith godina XX veka kada je skvamozni karcinom bio predominantan u
odnosu na adenokarcinom (1,7:1) pocetkom XXI veka odnos je izmenjen u korist
adenokarcinoma (1,3:1). Stoga proizilazi da je porast broja adenokarcinoma glavni razlog

porasta morbiditetne i mortalitetne statistike i na teritoriji Vojvodine (17).
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Dok je u zemaljama zapadne hemisfere visoka incidenca adenokarcinoma pluc¢a povezana sa
pusenjem u Istocnoj Aziji je medu obolelim sve viSe nepusaca, pre svega medu Zenama.
Smatra se da izloZzenost Zena parama kuvanja u neventilisanim kineskim kuhinjama jedan od
razloga visoke incidence u ovoj populaciji (240). Posto genetske promene imaju veliki udio u
nastanaku karcinoma plu¢a primena ciljane molekularne terapije, bazirana na genetskoj
osnovi, obezbeduje benefit za oko 15 % obolelih. Stoga molekularno profilisanje tumora treba
da bude sastavni deo izvestaja patologa u svakodnevnom radu (241). Kako je molekularno
profilisanje tumora u vecini zemalja skupo 1 limitirano za odredeni stadijum bolesti sve vise
se paznje pridaje analizi histomorfoloskih parametara koji mogu da pruze dodatne

prognostic¢ke informacije (100).

Implementacija predlozene klasifikacije adenokarcinoma pluca iz 2011. godine u brojnim
studijama je pokazala veliki prognosticki benefit i potencijalnu moguénost molekularnog
profilisanja pacijenata na osnovu histoloskih karakteristika, a u cilju personalizovanog
pristupa u le¢enju obolelih (169,172). Uzimajuci u obzir veliki doprinos nove klasifikacije
adenokarcinoma pluc¢a SZO je uvrstila i objavila ovu klasifikaciju u novoj knjizi pod nazivom
»Klasifikacija tumora pluca, pleure, srca 1 medijastinuma* pocetkom 2015. godine. Kada je
re¢ o novom pristupu u klasifikaciji adenokarcinoma u hirur§kim uzorcima izmene su
minorne, pre svega se odnose na terminologiju invazivnog adenokarcinoma dok su predlozeni
kriterijumi vezani za AIS 1 MIA prihvaceni u celosti. U novoj klasifikaciji SZO uveden je
novi pojam ,,Spread Through Air Spaces* (STAS). STAS predstavlja aerogeno Sirenje
adenokarcinoma. Manifestuje se prisustvom mikropapila, klastera, plaza 1 pojedinacnih
tumorskih celija u vazduSnim prostorima izvan granica tumora, odnosno u okolnom
parenhimu pluca. Prisustvo STAT-a je razlog veceg broja recidiva kod limitirane resekcije
adenokarcinoma prvog stadijuma i loSije prognoze bez obzira na stadijum bolesti. Kako
STAT predstavlja nacin Sirenja tumora ne uzima se u obzir prilikom odredivanja procentualne
zastupljenosti pojedinih histoloSkih tipova niti se ukljucuje prilikom odredivanju veli¢ine
invazije. STAT ima znacajnu ulogu u odvajanju AIS i1 MIA od lepidicnog tipa

adenokarcinoma (132).

PredloZene izmene u klasifikaciji adenokarcinoma bitno menjaju ulogu patologa, namecu
potrebu za novim konceptom patohistoloSkog izvesStaja koji treba da sadrzi procentualnu
zastupljenost svakog histoloskog tipa prisutnog u >5% tumora. Imajuéi u vidu da acinarni
adenokarcinom sa kribriformnim aranzmanom zastupljenim u viSe od 10% tumora ima loSiju

prognozu potrebno ga je evidentirati u izveStaju kao i STAT, imunohistohemijsku ekspresiju
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(TTF-1, napsin A i Ki67) i molekularni profil tumora. Da bi rezultati imunohistohemijske
analize 1 molekularnog testiranja bili relevantni neophodno je da su molekularne i
imunohistohemijske laboratorije ukljucene u programe kontrole i osiguranja kvaliteta rada

(100,132).

Broj ispitanika u studijama koje su analizirale znacaj nove klasifikacije adenokarcinoma pluca
i njenu korelaciju sa EGFR molekularnim statusom od 2011. god. do 2015 god. je razli¢it, od
18 do 5442 bolesnika ukljucenih u veliku meta analizu (169,172). U naSe istrazivanje je bilo
ukljuceno 60 bolesnika kod kojih smo molekularnu analizu uradili u biopsijskim i hirur§kim

uorcima (120 uzoraka).

Iako se belezi sve veéi broj obolelih zena od adenokarcinoma pluéa, u ukupnoj svetskoj
populaciji jo§ uvek je ovo oboljenje ¢es¢e medu muskarcima (4,5). U ovom istrazivanju bilo
je ukljuceno 35/60 (58%) muskaraca i1 25/60 (42%) Zena bez statisticki znacajne razlike medu
polovima (p=0.0679). Slicne rezultate su publikovali i drugi autori (113,187). Warth i
saradnici su u kohorti 487 bolesnika sa kompletno reseciranim primarnim adenokarcinomom
pluéa u periodu od 2002. god. do 2008. god. analizirali klini¢ko-patoloske parametre i
prognosti¢ki znacaj nove klasifikacije adenokarcinoma plu¢a. U ovom istraZivanju je bilo
293/487 (60%) muskaraca 1 194/487 (40%) zena (113). Suprotno ovim rezultatima
publikovane su 1 studije u kojima je zenska populacija u odnosu na musku bila zastupljenija
(119,143). Odnos broja muskaraca 1 Zena u naSem istrazivanju (1,4: 1) je priblizan odnosu
koji je zabeleZio Wang (1,6:1) u meta-analizi 463 reference i 21 studije sa 5442 bolesnika sa

dijagnostikovanim karcinomom pluc¢a od kojih je 2468 obolelih od adenokarcinoma (172).

Da od adenokarcinoma pluca oboljevaju osobe u razliitoj zivotnoj dobi potvrdili su i rezultati
naSeg istrazivanja u kome je najmladi bolesnik imao 43 godine, a najstariji 79 godina i ovaj
raspon starosti je sliCan rezultatima Beau-Fallera u ¢ijjem radu su oboleli imali od 42-84
godine (242). Medutim, Prudence i Yochizawa su zabeleZili znatno §iri raspon godina s tim da
god. 123 do 86 god.) (103,188). Medu obolelim od adenokarcinoma plu¢a manje je mladih od
50 godina, a broj obolelih se povecava sa starenjem (188,243,244,245). Taj stav su potvrdili i
rezultati naseg istrazivanja u kome smo imali 7% mladih od 50 godina, 47% mladih od 60
godina 1 80% mladih od 65 godina. Prosec¢na starost bolesnika u nasem istrazivanju je bila
61,83+8,08 godina 1 sli¢na je rezultatima drugih autora (188,242). Primenom ¢-testa dobijena
vrednost p (p=0.0440) u naSem istrazivanju je pokazala da zene obolevaju mlade u odnosu na

muskarce.
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Pusenje je jedan od najvaznijih faktora rizika u nastanku karcinoma pluca, a stepen rizika
zavisi od duZine puSenja, intenziteta puSenja, broja popuSenih cigareta i postoji nakon 40
godina apstinencije (6,90,246,247). Anamnesticki podatak o puSackim navikama, odnosno
vreme pocetka uzivanja duvana, duzina pusenja, broj i vrsta popuSenih cigareta je jedan od
vaznijih podataka kada se razmatra uticaj delovanja duvanskog dima u nastanku karcinoma
pluéa. Stoga je u vecini objavljenih studija informacija o pusackim navikama bila poznata za
sve ispitanike. Jedna od retkih studija u kojoj nije bio poznat podatak o pusackim navikama za
sve ispitanike jeste studija sa poznatim podacima kod 425/440 (95,59%) ispitanika (188). U
naSem istrazivanju aktivnih pusaca je bilo 44/60 (73%), §to je znacajno visi procenat u odnosu
na podatke drugih autora (23%,24%,35%) (119,188,242). Indeks pack-year je kod nasih
ispitanika ve¢i u odnosu na rezultate jedne od navednih studija (55,9+ 4.1 vs 39,6+ 21,45),
odnosno nasi bolesnici su vise 1 duze pusili, a samim tim je rizik obolevanja kod njih bio veci
(188). Broj bivsih pusaca je u naSem istrazivanju 10/60 (17%) 1 daleko je manji u odnosu na
publikovane podatke (49%,32%) (119,188). Medutim, pocetkom XXI veka sve je vise
nepusaca medu obolelim od adenokarcinoma pluca, pre svega zena (119,143,188,242,245). U
nasem istrazivanju svega Sest od 60 bolesnika (10%) nije pusilo, od toga su Cetiri Zene, a
vrednost (p=0,044) dobijena FiSerovim testom je pokazala da postoji statisti¢ki znacajna
razlika u pusackim navikama izmedu muSkaraca 1 Zena. Nasi rezultati o puSackim navikama
su najverovatnije posledica loSeg socijalno-ekonomskog statusa, propagiranje loSih stilova
zivota putem elektronskih 1 drugih medija, loSih efekata kampanja o zabrani puSenja i

nesprovodenja zakonskih odredbi o zabrani pusenja.

Bronhoskopija je invazivna dijagnosticka metoda koja se sprovodi na IPBV od 1960.god.
(248). Osim sto se sprovodi u cilju dijagnostikovanja tumora pluc¢a, odredivanja endoskopske
prosirenosti bolesti i procene operabilnosti tumora dobijeni uzorci se sve ¢eS¢e koriste i za
molekularno testiranje (249). Testiranje EGFR molekularnog statusa na IPBV sprovodi se od
januara 2015. godine, ali samo za obolele u uznapredovalom stadijumu bolesti (IIIB 1 IV).
Prema Hajmanoochehri-u na prisustvo tumora mozZe da ukaze razli¢it bronhoskopski aspekt
endobronijalne sluznice (endobronhijalna masa, abnormalan izgled same sluznice 1
kompresija disajnih puteva) dijagnoza adenokarcinoma je cesto postavljena u citoloskim
uzorcima i na brzosmrznutim Ex tempore rezovima pri izvodenju dijagnosticko-terapijske
torakotomije prvenstveno zbog Cinjenice da je adenokarcinom najCeS¢e lokalizovan na
periferiji plu¢a, a samim tim 1 teze dostupan za bronhoskopiju (246). Senzitivnost i

specificnost bronhoskopije zavisi od endoskopskog nalaza i broja biopsijskih uzorka, bolja je
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ukoliko je uzeto tri do pet uzoraka za analizu (251). U literaturi su objavljeni radovi u kojima
je analizirana adekvatnost biopsijskih uzoraka za molekularno testiranje, ali bez posebnog
osvrta na vrstu tehnike uzorkovanja (250,252). U nasem istrazivanju transbronhijalna biopsija
je sa udelom od 63% bila znacajno ceSca dijagnosticka tehnika uzorkovanja u odnosu na
bronhobiopsiju i kateter biopsiju. Bronhoskopijom se dobijaju uzorci kod kojih je moguce
prilikom prijema odrediti veli¢inu uzorka koja zavisi od tehnickih performansi upotrebljenog
bronhoskopa, stru¢ne osposobljenosti bronhologa, ali i od precizne procene velicine uzoraka
od strane laboranta na prijemu materijala u Centru za patologiju. S tim u vezi treba raditi na
pracenju savremenih trendova prilikom nabavke opreme u bronholoskom kabinetu,
kontinuiranoj edukaciji i utreniranosti osoblja zaposlenog u bronholoskom kabinetu i Centru

za patologiju.

Lobektomija se primenjuje samostalno ili kao dio multimodalitetnog pristupa udruzena sa
hemioterapijom ili radioterapijom kako bi se postigla poZeljna RO resekcija tumora. Osnovni
preduslov za izvodenje bilo koje hirurSke procedure jeste da je tumor pre svega resektabilan,
ali i da se bolesnik nalazi u dobrom opstem stanju. Imajuéi u vidu cCinjenicu da je kod
bolesnika sa uradenom lobektomijom, u odnosu na druge vidove hirurSkog lecenja, duzi
period bez recidiva bolesti 1 bolje prezivljavanje ova metoda je i najces¢i vid hirurSkog
le€enja obolelih od karcinoma plu¢a u vecini publikovanih radova (u rasponu od 50% do
97%) dok su pneumonektomija 1 segmentektomija daleko rede (113,188,253,254,255).
Rezultati naseg istraZivanja u kome je lobektomija (75%) bila najceS¢a, wedge resekcija
znacajno reda (2%) su saglasni sa rezultatima ovih autora. Medutim, pneumonektomija je u
naSem istrazivanju bila daleko ceS¢a (20%) u odnosu na ove rezultate 1 ova razlika je

najverovatnije posledica stadijuma bolesti bolesnika ukljucenih u nase istraZivanje.

Adenokarcinom pluca je najceSc¢e lokalizovan u desnom gornjem reZnju, odnosno desnom
pluénom krilu (119,188,254,256). Taj stav su potvrdili i rezultati naseg istarzivanja u kome
smo evidentirali 40% tumora na datoj anatomskoj lokalizaciji i odnos izmedu desne 1 leve
strane 1,5:1 u ukupnoj populaciji. Za razliku od odnosa u ukupnoj populaciji i kod muskaraca,
adenokarcinom je kod Zena cesce lokalizovan levo (56%), a uocena razlika je statistiCki

znacajna (p=0.0325).

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da je najvisSe bolesnika bilo u IIB (30%) i IIA (28%)
stadijumu bolesti 1 suprotni su rezultatima drugih autora (181). Warth je u analizi 487
bolesnika ove stadijuma evidentirala znatno rede (IIB-15% 1 11A-6%) dok su u analizi 440

bolesnika Yoshizawa i saradnici imali daleko manji procenat ovih stadijuma bolesti u svom
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istrazivanju (I1IB-2,5% 1 [IA-6%) (113,188). Razli¢ita distribucija stadijuma bolesti u naSem
istrazivanju u odnosu na ove rezultate je najverovatnije posledica razlicitih kriterijuma
prilikom ukljucivaja bolesnika u istrazivanja, ali i indirektni pokazatelji loSe zdravstvene
prosvecenost naseg stanovnistva 1 manjkavosti zdravstvenog sistema usled nedostatka skrinig

programa u rizi¢noj populaciji.

Prema proceduri Centra za patologiju IPBV za uzorkovanje materijala iz hirurski reseciranog
tumorskog tkiva, a koja je u skladu sa savremenim svetskim trendovima, nakon hirurske
resekcije uzima se viSe iseCaka iz samog tumora vodeci racuna da se prikaze njegov odnos sa
velikim krvnim sudovima i pleurom, pluéni parenhim bez tumora i svi limfni ¢vorovi. Na taj
nacin je patoloski TNM i stadijum bolesti moguce odrediti precizno. Iako je preporuka da se
iz tumora vecih dimenzija uzima veci broj ise¢aka rezultati naseg istrazivanja su pokazali da
postoji relativno slaba korelacija izmedu broja isecaka sa tumorom i njegove velicine $to je
potvrdeno Pirsonovim koeficijentom korelacije (r=0,31). Broj pregledanih histoloskih rezova
iz hirurski odstranjenog tumora je analiziran u brojnim studijama (103,113,119,188,257,258).
Mada je raspon broja histoloskih rezova u naSem istrazivanju priblizan rezultatima vecine
autora, proseCan broj histoloskih rezova od 9,4+3,47 je ve¢i u odnosu na rezultate drugih
znacajno Siri raspon pregledanih histoloSkih rezova (u rasponu od 1 do 35) (188,258).
Uzimajuc¢i u obzir ¢injenicu da se patolozi ukljuceni u ovo istrazivanje u svakodnevnom radu
bave isklju€ivo pluénom patologijom i da primenjuju IATSL/ATS/RS Kklasifikaciju od njenog
predloga (2011. god.) smatramo: da su dobro utrenirani u proceni predominantnog i
sekundarnog tipa kao 1 invazije, da je broj pregledanih histoloskih rezova zadovoljavajuci s
obzirom na broj iseCaka uzetih iz tumora, ali da bi zbog kompleksnosti histoloske grade
adenokarcinoma, kao i znacaja koji ima njena analiza, trebalo povecati uzorkovanje iz
hirurski reseciranog tumorskog tkiva ili pristupiti primeni makrorezova Sto bi zahtevalo
odgovarajucu tehni¢ku potporu i nabavku nove opreme u Centru za patologiju u narednom

periodu.

Adenokarcinom plu¢a ima heterogenu histolosku gradu (107,113,258,259). Ovaj stav su
potvrdili 1 rezultati naSeg istrazivanja. Naime, homogeni (Cist) aranzman u hirurSkim
uzorcima smo zabelezili u 23% sluGajeva, a vrednost p (p<0,001) dobijena primenom
neparametarskog testa je pokazala da je uoCena razlika statistiCki znacajna. Ovi rezultati su

.....

9/240 (20%) bolesnika, da se solidni 1 acinarni tip najéeS¢e nalaze u grupi mesanih tumora i
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da se mikropapilarni tip retko pojavljuje samostalno (107). Literarni podaci pokazuju da je
mesani adenokarcinom naj¢es¢e kombinacija dva histoloska aranzmana (u rasponu od 37% do
93%), da su tri histoloska aranzmana zastupljena u razli¢itom procentu (u rasponu od 6% do
46%) kao 1 da su tumori sa kompleksnijom histoloSkom gradom (Cetiri 1 pet histoloSkih
aranzmana) retki (u rasponu od 0% do 29%) (113,258,259). Ovaj stav su potvrdili i1 rezultati
naseg istrazivanja u kome su slucajevi sa dva histoloska aranzmana bili najzastupljeniji

(57%), sa tri redi (17%) 1 sa Cetiri histoloska aranzmana najredi (3%).

Histoloski tip zastupljen u najve¢em procentu pregledanog tumorskog tkiva predstavlja
predominantni histoloski tip. Od 2011 godine publikovano je nekoliko studija u kojima je
analizirana reproducibilnost u proceni predominantnog tipa, sekundarnog tipa, invazije i
odnosa izmedu predominantnog i sekundarnog tipa (260,261). Reproducibilnost u proceni
predominatnog tipa zavisi pre svega od kompleksnosti histoloSke grade adenokarcinoma,
broja histoloSkih rezova i utreniranosti patologa. Jedna od prvih studija te vrste je kohorta sa
100 slucajeva invazivnog karcinoma pluéa u kojoj je solidno predominantni tip bio
najzastupljeniji  (37%), zatim acinarani (35%), lepidi¢ni (20%), papilarni (5%) 1
mikropapillarni (3%). Rezultati ove studije su pokazali zna¢ajno slaganje izmedu pet patologa
u odredivanju predominantnog tipa (k=0.44-0.72) pri ¢emu su papilarni i mikropapilarni
tipovi bili najproblemati¢niji za odredivanje. Koeficijent korelacije u odredivanju
procentualne zastupljenosti pojedinih tipova invazivnog adenokarcinoma je veci kada su
uzorke analizirali pluéni patolozi iz iste ustanove u odnosu na plu¢ne patologe iz razlicitih
ustanova i patologe koji se u svakodnevnom radu ne bave plu¢énom patologijom (0,51 vs 0.44
vs 0,33) (260). Sli¢ne podatke je publikovao 1 Tunnsseisen sa saradnicima u €i1joj je studiji
ucestvovalo 26 patologa. Reproducibilnost je kod tipi¢nih slucajeva iznosila (k=0,77), teskih
(k=0,38), predominantnog tipa (k=0,32), sekundarnog (k=0,26) i kombinovani
(predominatni/sekundarni) (k=0,26). Najbolja reproducibilnost je evidentirana u solidnom
(k=0,65) 1 mikropapilarnom (k=0,35) tipu, znacajno manja u lepidi¢nom (k=0,28), papilarnom
(k=0, 2) 1 acinarnom (k=0,08) tipu. Najces¢i problem u ovoj studiji je razlikovanje lepidicnog
1 acinarnog, papilarnog i lepidicnog te papilarnog i mikropapilarnog tipa. Reproducibilnost u
odredivanju invazije je varijabilna, bolja je u tipi¢nim slucajevima u odnosu na teske
slucajeve (k=0,55 vs k=0,08) (261). Bez obzira da li je re¢ o odredivanju prisustva invazije,
predominantnog tipa, reproducibilnost i koeficijent korelacije se povecava edukacijom.
Prilikom odredivanja predominantnog tipa, sekundarnog tipa i imunohistohemijske TTF-1

ekspresije u naSem istrazivanju postojao je visok stepen slaganja izmedu dva patologa stoga
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nije bilo potrebe za misljenjem tre¢eg patologa. Rezultati naSeg istrazivanja su pokazali da je
acinarni tip bio predominantan kod najveéeg broja bolesnika (27/60) i u saglasnosti su sa
rezultatima Solisa koji je ovaj tip takode evidentirao kod najveéeg broja ispitanika, ali sa
znacajno vec¢im procentualnim udelom u odnosu na rezultate naseg istrazivanja (92% vs
45%). Suprotno navedenim rezultatima drugi autori su ovaj tip kao predominantan
evidentirali u znacajno manjem procentu (107,188). Zastupljenost solidno predominantnog
tipa u publikovanim studijama je varijabilna, kre¢e se od 9% do 20% (107,117,188,257,258).
Rezultati naSeg istrazivanja u kome smo ovaj tip kao predominantan evidentirali kod 26/60
(43%) bolesnika se znacajno razlikuju u odnosu na rezultate ovih studija. Mikropapilarno
predominantni tip je redak, u vecini studija je evidentiran u oko 5% analiziranih invazivnih
adenokarcinoma (117,188,257). Suprotno ovim rezulatatima Sun je u analizi 136 slucajeva
adenokarcinoma mikropapilarni tip evidentirao u ve¢em procentualnom udelu (16%) (258).
Rezultati naseg istrazivanja (4/60;7%) su podrzali tvrdnju da se ovaj tip kao predominanatan
pojavljuje u manjem procentu i da se nalazi uglavnom u kombinaciji sa drugim histoloskim
tipovima. Papilarno predominantni tip smo u naSem istrazivanju evidentirali samo u dva
slu¢aja (2/60; 3%) 1 ovi rezultati se razlikuju od rezultata drugih autora u kojima je

zastupljenost ovog tipa veca (12% 141%) (103,188).

Nakon Sto smo odredili predominantni tip u hirurS§kim uzorcima analizirali smo povezanost
izmedu predominantnog tipa sa karakteristikama bolesnika ukljuenih u istrazivanje.
Acinarno predominantni tip je ¢e$¢i kod muSkaraca (103,188,257). Yoshizawa je analizirao
prognosti¢ki znacaj nove klasifikacije kod 514 operisanih bolesnika sa dijagnostikovanim
adenokarcinomom pluca u I stadijumu bolesti. U ovoj studiji je od 232 bolesnika sa acinarno
predominantnim tipom bio 161 muskarac 1 71 Zena. U istoj studiji je evidentiran veci broj
muskaraca 1 u solidno predominantnom tipu 67/38 (57%) (257). Rezultati naseg istraZivanja
su sliéni rezultatima ove studije. Da postoji statisticki znacajna jednakost u raspodeli
predominantnih tipova po polu (u dva najfrekventnija predominantna tipa) potvrdili su 1
rezultati naSeg istraZivanja odnosno vrednost p (p=0,608) dobijena y* neparametarskim
testom. Prema literaturnim podacima najviSa i najniZza proseCna starost je evidentirana u
razli¢itim predominantnim tipovima (119,103,188). Rezultati naSeg istrazivanja u kojima je
najvisa prose¢na starost od 77 god. evidentirana u mikropapilarnom, a najniza u lepidi¢nom

(58 god.) predominantnom tipu su saglasni sa rezultatima ovih autora.

Kod svih bolesnika smo posmatrali odnos izmedu pusackih navika i predominantnog tipa.

NajviSe pusaca u nasem istrazivanju je imalo acinarno i solidno predominantni tip (22/44 1
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18/44), bivsih pusaca takode ova dva tipa (acinarni kod 3/6 i solidni kod 3/10), medu
nepusacima najvise je bilo onih sa acinarno predominantnim tipom (3/6) dok je po jedan
bolesnik imao lepidi¢no, mikropapilarno i solidno predominantni tip. Ovi rezultati su saglasni

rezultatima drugih autora (103,119,257,267).

Posmatraju¢i odnos predominantnog tipa 1 proseCne veliine tumora rezultati ovog
istrazivanja su pokazali da je najmanja prosecna veli¢ina evidentirana kod acinarno
predominantnog tipa (48,7 mm), da je lepidi¢no predominantni tip manjih dimenzija (55 mm)
u odnosu na acinarni dok su vrednosti solidnog (50 mm), papilarnog (55,7 mm) i
mikropapilarnog (82,2 mm) tipa veée. Sli¢ne rezultate su publikovali 1 drugi autori
(103,113,119,188). S obzirom na nase rezultate mozemo zakljuciti da su predominantni tipovi
sa loSom prognozom (solidni i mikropapilarni) znacajno veéih dimenzija. Posmatrajuéi
rezultate prosecne veli¢ine lepidicno predominantnog tipa u odnosu na rezultate ovih autora
nalazimo da je u naSem istrazivanju ova vrednost znacajno veca s tim da je limitirajuci faktor

naseg istrazivanja mala zastupljenost ovog tipa u celokupnom uzorku.

U svim slucajevima je odreden patoloski stadijum tumora (pT) i raspodela predominantnih
tipova prema ovom stadijumu. U rezultatima naSeg istraZivanja vrednost p (p=0.1977)
dobijena primenom neparametarskog FiSerovog testa je pokazala da su predominantni tipovi
jednako rasporedeni u svim pT stadijumima. Ovaj stav su potvrdili 1 rezultati Warth s tim da
je za razliku od naSih rezultata gde smo oba slu¢aja papilarno predominantnog tipa imali u
pT2b stadijumu ovaj tip u istom stadijumu u ovoj studiji je bio znacajno redi (2/23) (113).
Posmatraju¢i raspodelu predominantnih tipova po stadijumu bolesti rezultati naseg
istrazivanja su pokazali da se svi papilarno i lepidi¢no predominantni tipovi nalaze u IIA
stadijumu dok je mikropapilarno predominantni tip rasporeden u viSim stadijumima bolesti
(IIB 1 IIIA). Najfrekventniji predominantni tipovi su podjednako rasporedeni u svim
stadijumima S$to je potvrdeno FiSerovim neparametarskim testom (p=0. 571). Ovi rezultati su
saglasni rezultatima kohorte u koju su bili uklju€eni ispitanici u svim stadijumima bolesti

(113).

Prognosticki znacaj IASLC/ATS/ERS Kklasifikacije adenokarcinoma plu¢a je bio predmet
analize Prudenc-ove kohorte sa 210 bolesnika operisanih od adenokarcinoma u stadijumu I II
1 IIT koji su na osnovu slicnog petogodiSnjeg prezivljavanja ispitanike podelili u IV grupe.
Prvu grupu su ¢inili AIS, MIA 1 invazivni adenokarcinom sa lepidicno predominantnim
tipom, drugu grupu acinarni i papilarno predominantni tip, tre¢u grupu mikropapilarni i

solidno predominantni tip dok su u Cetvrtu grupu svrstani invazivni mucinozni i koloidni
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adenokarcinom. Od svih grupa najzastupljenija je bila grupa sa umerenom prognozom (52%)
dok je u grupi sa dobrom prognozom bilo najmanje bolesnika (5%) (103). Rezultati naseg
istrazivanja se razlikuju od rezultata ove studije. U nasem istrazivanju najzastupljenija je bila
grupa sa loSom prognozom u kojoj se nalaze solidni 1 mikropapilarni predominantni tip (50%)
dok je u grupi sa dobrom prognozom kao i u navedenom istrazivanju bilo najmanje bolesnika
(2%). Mada u nasem istrazivanju nije analiziran prognosticki znacaj nove klasifikacije
adenokarcinoma pluca pretpostavka je, na osnovu histoloske grade, ali i na osnovu drugih

posmatranih karaktera prognoza bolesti kod nasih bolesnika losa.

Histoloski tip koji se prema procentualnom udelu nalazi iza predominantnog je odreden kao
sekundarni tip. Svi histoloski aranzmani mogu da budu sekundarni, njihova distribucija nije
uvek identi¢na distribuciji predominantnih tipova i ¢esto se nalazi u metastatski izmenjenim
limfnim ¢vorovima ili drugim metastazama (119). Ovaj stav su potvrdili 1 rezultati naSeg

istrazivanja.

TTF-1 je trenutno najCesce koriSten pneumocitni marker u diferencijaciji invazivnog
adenokarcinoma plu¢a od drugih primarnih i metastatskih karcinoma. Vise od 75%
adenokarcinoma pluéa pokazuje pozitivhu TTF-1 ekspresiju. Pojedini autori sugeriSu da TTF-
1 pozitivni 1 TTF-1 negativni adenokarcinomi imaju razli¢itu patogenezu te da ovaj marker
treba da se koristi ne samo u dijagnosticke svrhe nego 1 kao prognosticki marker
(142,143,262). Opisane su razli¢ite metode evaluacije imunohistohemijske ekspresije TTF-1.
Kadota razlikuje: tri skora 0 (nema ekspresije), 1 (blaga ekspresija), 2 (ekspresija srednjeg
stepena), 3 (intenzivna ekspresija) u najmanje 50% tumorskog tkiva dok drugi autori smatraju
da bilo koja pozitivnost jedara tumorskih celija kvanlifikuje tumor kao TTF-1 pozitivan
(106,140). Mi smo u ovom istrazivanju TTF-1 ekspresiju odredili kao semikvantitativni
skoring sistem koji se bazirao na odredivanju procenta obojenih ¢elija i1 intenziteta bojenja pri
¢emu smo smatrali da su TTF-1 negativni tumori oni koji imaju skor 0, odnosno ne pokazuju
nuklearnu ekspresiju TTF-1. Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da postoji statisticki
znacajna razlika izmedu broja TTF-1 negativnih (8/60; 13%) i TTF-1 (52/60; 87%) pozitivnih
adenokarcinoma (p<0.001), ali ne i1 u njithovoj raspodeli prema polovima (p=0.1231),
prosecnoj starosti i prosecnoj velic¢ini (p=0, 21) i u skladu su sa rezultatima drugih autora.
Kadota je u analizi 452 tumora zabeleZio TTF-1 ekspresiju kod 418 (92%) bolesnika od kojih
je 263/285 (92%) zena 1 155/167 (92%) muskaraca (106). U priblizno sli¢noj studiji, kada je
re¢ o broju ispitanika, nadena je pozitivhu TTF-1 ekspresija kod 443/496 (89%) ispitanika;
kod 199 od 227 (87,66%) muSkaraca i 244/269 (90, 70%) Zena (143). U pojedinim studijama
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je zabelezena cesc¢a ekspresija TTF-1 kod nepusaca (142,143). Suprotno ovim rezultatima u
nasem istrazivanju smo pokazali da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu bolesnika sa
TTF-1 negativnim i TTF-1 pozitivnim adenokarcinoma u njihovoj raspodeli prema pusackim
navikama (p=0.6488) koje su slicne studiji Kadote, gde je bilo 67/418 (16%) nepuSaca
nasuprot aktivnih ili bivS§hih puSaca 351/418 (84%). Kada smo posmatrali distribuciju TTF-1
pozitivnih adenokarcinoma prema predominantnim tipovima nasli smo da su nasi rezultati
priblizni rezultatima ovog autora, u acinarno predominantnom tipu (89% vs 94%), papilarnom
(100% vs 98%), mikropapilarnom (100% vs 93%), solidnom (85% vs 86%), ali se znacajno
razlikuju kod lepidicnog tipa s tim da smo imali samo jedan slucaj koji je bio TTF-1
negativan dok su kod Kadote svi lepidi¢ni bili TTF-1 pozitivni (112). Vrednost p (p=0,633)
dobijena * neparametrskim testom je pokazala da ne postoji statisticki znalajna razlika u
raspodeli TTF-1 skora u dva najfrekventnija predominantna tipa (acinarni i solidni) koji
pripadaju razli¢itim prognostickim grupama ¢ime smo potvrdili stavove drugih autora koji
navodi da ne postoji klini¢ki znacajna razlika izmedu slabo i intenzivno pozitivnih TTF-1

adenokarcinoma (143).

Predominantni tip u primarnom tumoru odreduje ishod pN2 bolesti, ali i predominantni tip u
limfogenim metastazama. Subtipizacija bazirana na novoj klasifikaciji pruza vazne
prognosticke informacije 1 omogucava potencijalnu molekularnu korelaciju 1 treba da
obezbedi bolji personalizovani tretman obolelim od adenokarcinoma pluca. Jedna od prvih
studija u kojoj je proucavan prognosticki znacaj nove klasifikacije adenokarcinoma pluca je
velika kohorta 487 bolesnika razlicitih stadijuma bolesti, 141 su bili u III stadijumu sa pN2
metastazama u kojima su nadeni svi subtipovi: lepidi¢ni 2 (1,4%), acinarni 57 (40,4%),
solidni 53 (37,6%) 1 papilarni 8 (14,9%) (113). Ovi rezultati se razlikuju znac¢ajno u odnosu na
nase gde smo imali samo dva predominantna tipa (acinarni i solidni) u limfogenim
metastazama. Sli¢no istrazivanje su sproveli i drugi autori (119,263). Kada je acinarni tip bio
predominantan u primarnom tumoru bio je predominantan i u metastazama kod 9/11(82%)
bolesnika suprotno rezultatima Prudenca (11/26; 42%). Kada je acinarni tip bio
predominantan u primarnom tumoru, a u metastazama solidni imali smo kod 2/11(18%),
bolesnika dok je ta kombinacija u ovoj studiji bila zastupljenija (7/26; 27%). lako je poznato
da mikropapilarno predominantni tip u primarnom ima ve¢i metastatski potencijal u odnosu
na druge tipove mi smo mikropapilarni tip imali u primarnom kod dva bolesnika kod kojih je
u metastazama naden acinarni tip suprotno rezultatima navedene studije u kojoj je kod 13

bolesnika predominantan mikropapilarni u primarnom, ali i u metastazama (13/13; 100%)
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(119). Sica je komparirao histolosku gradu izmedu primarnog adenokarcinoma pluca i
metastaza iz regionalnih limfnih ¢vorova (n=66) i mozga (n=7) kod 73 bolesnika. U ovoj
studiji svi primarni adenokarcinomi i metastaze su bili meSovite histoloSke grade. U
primarnom tumoru su bili zastupljeni svi tipovi osim lepidi¢nog sa slede¢im udelom: acinarni
(48%), solidni (19%), papilarni (19%) 1 mikropapilarni (14%). Slicnu distribuciju
predominantnih tipova je zabeleZio i u metastazama: acinarni (42%), papilarni (23%),
mikropapilarni (44%) 1 solidni (40%) te je zabelezen visok stepen slaganja izmedu
predominantnih tipova u primarnom 1 metastazama: acinarni (54%), papilarni (36%);
mikropapilarni (100%) i solidni (86%). 1z navedenih rezultata proizilazi da prisustvo solidnog
i mikropapilarnog tipa u primarnom adenokarcinomu, bez obzira na procentualnu

zastupljenost, ukazuje na agresivniji fenotip tumora (263).

Prudence je analizirao korelaciju mutacionog statusa i preZivljavanja sa predominantnim
histoloSkim tipom na osnovu kriterijjuma nove IASLC/ATS/ERS Kklasifikacije
adenokarcinoma pluc¢a kod pacijenata u III stadijumu sa pozitivnim N2 limfnim ¢vorovima.
Kod svih 69 bolesnika odreden je predominantni tip u primarnom tumoru i u metastazama.
Kod dva bolesnika sa predominantnim solidnim i sekundarnim mikropapilarnim u limfogenim
metastazama je nadena mikropapilarna komponenta. Sli¢na je pojava zabeleZena i kod osam
bolesnika sa predominantnim acinarnim i1 sekundarnim mikropapilarnim u primarnom 1 kod
cetiri bolesnika sa predominantnim papilarnim 1 sekundarnim mikropapilarnim u primarnom
tumoru. Kod Sest bolesnika kada je predominantni u primarnom bio acinarni, a solidni
sekundarni naden je solidni u metastazama. U jednom sluc¢aju solidni je naden u metastazama,
ali ne 1 u primarnom tumoru koji je bio pre¢nika 40 mm 1 bio je sagraden od acinarnog (80%)
1 papilarnog tipa (20%). U tom slucaju su uzeta tri iseCka za standardnu obradu. Situacija
kada se neki tip nade u metastazama, ali ne 1 u primarnom tumoru moze da bude posledica
malog broja iseCaka uzetih iz primarnog tumora (119). Analizirajuéi odnos izmedu
predominantnog tipa u metastazama 1 sekundarnog tipa u primarnom tumoru u nasem
istrazivanju smo dosli do sli¢nih rezultata. Kada je acinarni bio sekundaran u primarnom
naden je u metastatskim limfnim ¢vorovima kod tri bolesnika dok je u slucajevima kada je
solidni bio sekundarni u primarnom naden je u metastazama kod dva bolesnika. Na osnovu
ovih rezultata mozemo ista¢i da postoje razli¢iti metastatski potencijali pojedinih tipova
adenokarcinoma odnosno da acinarni tip ima intermedijerni metastatski potencijal koji je

velik u mikropapilarnom i solidnom tipu.
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Koli¢ina tumorskog tkiva dobijena endobronhijalnom biopsijom je relativno mala jer se u
dobijenom materijalu nalaze i druge ¢elije (inflamacije, sluznice bronha i alveolarno tkivo).
Koli¢ina dobijenog tumorskog tkiva zavisi od histoloskog tipa, endoskopskog nalaza, ali i od
tehnike uzorkovanja (245,250). S obzirom da se biopsijski uzorci ukalupljeni u parafin seku
na viSe histoloskih rezova i da se tumorsko tkivo trosi neophodno je imati na umu da je to
Cesto 1 jedini dostupan materijal za molekularno testiranje te je potro$nju neophodno svesti na
minimum. ProseCan broj histoloskih rezova u nasem istrazivanju je iznosio 16,30 £6,63 (u

rasponu od 4 do 44) .

Broj biopsijskih fragmenata u publikovanim radovima je razli¢it. Coghlin je u analizi 100
endobronhijalnih biopsija evidentirao prosecno 3,3 biopsijskih fragmenta (u rasponu od 1-6)
(250). U velikoj studiji sa ukljuc¢enih 2211 bolesnika u periodu od 2009. god. do 2011. godine
karcinom pluca je dijagnostikovan kod 452 bolesnika, od kojih je dijagnoza adenokarcinoma
postavljena kod 108/452 bolesnika. Prosecan broj biopsijskih fragmenata u ovoj studiji je bio
cetiri (u rasponu od 1 do 7), od kojih je 92,6% biopsija bilo sa tri do pet fragmenata (245). Mi
smo u ovom istrazivanju evidentirali prosecno 1,96 biopsijskih fragmenata (u rasponu od 1 do
7) od kojih je 1,5 fragmenata bilo sa tumorom $to je znac¢ajno manji broj u odnosu na rezultate

ovih autora.

Nalaz EGFR mutacija moze da budu negativan 1 ukoliko je tumor mutiran. U ovom slucaju
dobijeni nalaz se smatra lazno negativnim 1 naj¢esce je posledica malog broja ¢elija tumora u
uzorku odnosno ispod nivoa detekcije individualnim testovima (264). Vecina biopsijskih
uzoraka sadrzi viSe od 100 ¢elija tumora. Taj stav podrZava i manja serija u kojoj je od 108
biopsijskih uzoraka 97 (89,8%) bilo sa >100 ¢elija, odnosno u 11 (10,2%) uzoraka sa manje
od 100 ¢elija (245). Suprotne rezultate je zabelezio Yang koji je u svojoj analizi imao 73/99
(74%) uzoraka sa manje od 100 ¢elija. U ovoj studiji je odreden 1 EGFR mutacioni status u
79/99 (80%) uzoraka. S obzirom na broj ¢elija tumora ovi autori su sve uzorke podelili u Cetiri
grupe: I (0-9), II (10-49), IIT (50-99) 1 IV (>100). Najvise EGFR mutacija je bilo u prvoj grupi
(29/79;35%), zatim II (20/79-26%) 1 IV (20/79; 26%) dok je u III grupi bilo najmanje EGFR
mutiranih adenokarcinoma (10/79; 12%) (265). U naSem istrazivanju zastupljeniji su bili
uzorci sa vise od 100 ¢elija 45 (75%) ¢ime smo potvrdili prvobitno navedeni stav da se u

vecini dijagnostic¢kih biopsijskih uzoraka nalazi vise od 100 ¢elija tumora.

Postoje razli¢ite metode morfometrijske analize biopsijskih uzoraka. Scarpino je u analizi 120
sitnih biopsija koristila digitalizovane slajdove na kojima je manualno odredeno biopsijsko

podrucje, podrucje aree tumora, broj tumorskih ¢elija i ukupan broj celija u biopsijskom
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uzorku. Iz dobijenih podataka je odreden procenat tumorskog tkiva i procenat tumorskih Celija
(252). Mi smo u ovom istrazivanju procenat volumenske gustine tumorskog tkiva odredivali
upotrebom kompjuterskog programa Image J sa instaliranim plugin-om, (Plugins) za analizu
broja pogodaka (COST i Analyze). Procenat tumorskog tkiva zavisi od vrste ispitivanog
materijala i nacina na koji su uzorci dobijeni za analizu. Ovaj stav je potvrdila manja serija
analize EGFR molekularnog statusa kod 146 slucajeva od kojih je bilo: sitnih biopsija (n=55)
od kojih iglenih kor biopsija sa razli¢itih anatomskih mesta 50 (plu¢a 29, limfni ¢vorovi 8,
kosti 7, jetra 4, abdominalni zid i paravertebralno vezivo po jedan uzorak) i 5 bronhijalnih
biopsija. U svim uzorcima je odreden procenat tumorskog tkiva. Nadena je statisticki
znacajna razlika kada je poreden procenat tumorskog tkiva u hirurSkim i biopsijskim
uzorcima (p<0.0001), hirurskim i citoloSkim uzorcima (p=0.009), ali ne i kada su poredene
vrednosti izmedu biopsijskih i citoloSkih uzoraka (p=0.53) (249). Rezultati naSeg istraZzivanja
su potvrdili ovaj stav. Prosecna vrednost procenta volumenske gustine tumorskog tkiva u
svim biopsijskim uzorcima u nasem istrazivanju je bila 24,88% najveca u uzorcima dobijenim
bronhobiopsijom (31,22%) u odnosu na uzorke dobijene kateter biopsijom (21,80%) i
transbronhijalnom biopsijom (21,63%), ali vrednost p (p=0.36) dobijena metodom analize
varijanski (ANOVA) je pokazala da uocena razlika nije statisticki znacajna, kao ni u slucaju
kada smo poredili odnos izmedu procenta volumenske gustine tumorskog tkiva sa
predominantnim tipom (p=0.8563). Medutim, vrednost p (p<0,001) dobijena ANOVA
analizom je pokazala da postoji statisticki znacajna razlika kada smo poredili grupe celija
formirane na osnovu broja ocuvanih celija tumora i srednje vrednosti procenta volumenske
gustine tumorskog tkiva koja se statisticki znacajno razlikuju u grupi V (201-500 celija
tumora) 1 grupi VI (501-1000 ¢elija tumora) u odnosu na grupe u kojima je bilo manje od 200
¢elija tumora. Posmatraju¢i ukupan broj biopsijskih uzoraka, neovisno o tipu biopsije 1
predominantnom tipu, a s obzirom na procenat volumenske gustine tumorskog tkiva pri
postavljenoj granici od 10% zabelezili smo manji broj uzoraka sa manje od 10% tumorskih
¢elija (32%), ali je taj procenat daleko veci u odnosu na rezultate Zu-a koji je manje od 10%

tumorskog tkiva evidentirao u 4,7% slucajeva (245).

Kao $to je poznato vise od 70% adenokarcinoma pluc¢a ima meSanu histolosku gradu (109,
119,125,309). U ovom istrazivanju smo, primenom xz neparametrskog i FiSerovog dvostranog
testa, poredili odnos broja Cistih 1 meSanih tumora u biopsijskim 1 hirurSkim uzorcima,
distribuciju 1 poklapanje predominantnih tipova u biopsijskim 1 hirurSkim uzorcima. Uoc¢ena

razlika u prvoj kategoriji poredenja je statisticki znacajna (p<0,001) odnosno histoloSka grada
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adenokarcinoma plu¢a u hirurS§kim uzorcima je kompleksnija u odnosu na kompleksnost
histoloSke grade u biopsijskim uzorcima. Porede¢i raspodelu predominantnih tipova u
biopsijskim uzorcima u odnosu na hirurSke uzorke nasli smo da uocena razlika nije statisticki
znacajna (p=0,65583) odnosno da se svi tipovi podjednako pojavljuju nezavisno da li je
analiziran biopsijski ili hirurski uzorak. Pored navedenog uocili smo i da postoji poklapanje
predominantnih tipova u biopsijskim i hirurS§kim uzorcima kod 80% bolesnika. Na osnovu
ovih rezultata nalazimo da predominantni tip u biopsijskom uzorku u velikoj meri moze da

ukaze da na histoloski profil adenokarcinoma u hirurSkom uzorku.

U detekciji mutacija, primenom savremenih molekularnih tehnika, mogu da se koriste
biopsijski i citoloski uzorci ravnopravno sa hirurSkim uzorcima ¢ime se otklanja potreba za
invazivnim dijagnosti¢kim procedurama (142,249,266). Veliki problem u plu¢noj onkologiji
jeste niska celularnost biopsijskih i citoloskih uzoraka. Procentualna zastupljenost tumorske
¢elijske populacije se moze povecati u citoloSkom uzorku selektivnim struganjem sa plocice
ili mikrodisekcijom tumora u parafinskom kalupu biopsijskog uzorka ¢ime je redukovan broj
¢elija zapaljenja i stromalnih ¢elija (249,266). Uzorci sa malim brojem tumorskih ¢elija ¢esto
su adekvatni za postavljanje dijagnoze bolesti, ali ne i za molekularno testiranje.
Insuficijentnost biopsijskih uzoraka za molekularno testiranje moze da bude posledica: male
veliine uzorka, disperzije tumorskih celija zbog nekroze tumora, oSteCenja samog uzorka,
kontaminacije tumorskog tkiva sa cCelijama krvi ili ¢elijama sluznice bronha (245,252).
Medutim, slaba amplifikacija DNK moze da bude posledica i degradacije samih ¢elija tumora
koja je indukovana primenom razli¢itih hemijskih sredstava upotrebljenih u procesu fiksacije

(267).

Da se koncentracija izolovane DNK ne razlikuje kod bolesnika sa wf EGFR 1 mutiranim
EGFR. potvrdili su na$i rezultati i rezultati Krawczyk koji je u analizi EGFR mutacionog
statusa kod 2450 bolesnika evidentirao slicne vrednosti izmedu w¢ EGFR 1 mutiranih EGFR
karcinoma pluca (57,4+228,18 vs 51£202,93 ng/ul; p=0,54) (142). Koristeci t-test mi smo
poredili srednje vrednosti koncentracije izolovane DNK u hirurSkim 1 biopsijskim uzorcima
kod pacijenata sa wt EGFR i mutiranim EGFR tumorom i u svim slu¢ajevima je ustanovljeno,
sa rizikom od 5%, da nema statisticki znacajne razlike medu poredenim vrednostima (p=0,132

i p=0,641).

Podaci o koncentraciji izolovane DNK u endobronhijalnim biopsijskim uzorcima se razlikuju.
Krawczyk je od 2450 analiziranth uzoraka imao 512 (21%) uzoraka dobijenih

endobronhijalnih biopsijom sa prosecno 37,3+106,2 ng/ul se razlikuju od rezultata Scarpino
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koji su bili nizih vrednosti kod koje nije uoCena statisticki znacajna razlika izmedu uzoraka
dobijenih transtorakalnom punkcijm i bronhobiopsijom (8,0 ng/ul vs 9,2 ng/ul) (142,252). Za
razliku od poslednje studije mi smo ustanovili da koncentracija izolovane DNK zavisi od tipa
biopsije 1 da postoji statisticki znacajna razlika izmedu uzoraka dobijenih bronhobiopsijom i
kateter biopsijom (p=0,055) kao i da uocena razlika izmedu koncentracije izolovane DNK i
predominantnog histoloskog tipa nije statisticki znacajna (p=0.237). Broj insuficijentnih
uzoraka u kojima je analizaran molekularni EGFR status zavisi od kvaliteta analiziranog
materijala. Khode je u analizi 56 uzorka parafinskih blokova tumorskog tkiva insuficijentnu
koli¢inu ekstrahovane DNK evidentirao kod 6 (11%) slucajeva. Ovaj autor preporucuje da se
u takvim slu¢ajevima ponovi uzorkovanje materijala za molekularno testiranje (264). lako krv
i nekroza mogu da budu limitirajué¢i faktori za molekularno testiranje u nasem istrazivanju
nisu bili faktori isklju¢ivanja, a procenat dobijenih invalidnih rezultata od 10% je u skladu
rezultatima predhodne studije. Naime, nekrozu smo evidentirali u dva slucaja sa udelima od
20% 1 40%, ali su dobijeni rezultati bili validni. Za razliku od nekroze krv smo nasli u
znacajno vecem broju biopsijskih uzoraka (20/60) od kojih su u dva slu¢aja dobijeni invalidni
rezultatati. Kako je krv (sa udelom od 32%) nadena i u jednom od tri EGFR mutirana slucaja
njeno prisustvo u manjem procentu ne smatramo apsolutnim limitirajuéim faktorom za
isklju€ivanje takvih uzoraka iz molekularnog testiranja pod uslovom da se koriste visoko
senzitivni testovi 1 saglasni smo sa stavom da momenat fiksacije znacajno uti¢e na rezultate
molekularnog testiranja. Zahvaljuju¢i primeni visoko senzitivnih testova za molekularnu
analizu EGFR mutacije je moguce detektovati i u uzorcima sa manje od 100 ¢elija tumora.
Ovaj stav su podrzali rezultati jedne od novijih studija iz 2015. godine u kojoj je u 73/99
(74%) slucajeva u biopsijskom uzorku bilo manje od 100 Celija tumora. EGFR mutacioni
status je bio pozitivan u 59 slucajeva od kojih je u 30 (51%) evidentirano manje od 100 ¢elija
tumora (265). Ukoliko je dobra amplifikacija pozitivne unutra$nje kontrole ferekvencija
mutacija ne zavisi od procenta tumorskih ¢elija u analiziranom uzorku. Taj stav je potvrdio
Krawczyk koji je u analizi 2079 uzoraka koji su imali > 20 tumorskih celija mutacije
detektovao u 191 (9,2%) uzoraka, odnosno u 30 od 371 uzorka sa < 20 tumorskih ¢elija u 30
(8,1%) uzoraka (142). Ukupan broj i procenat tumorskih ¢elija nije presudan faktor u
odredivanju adekvatnosti uzorka za molekularno EGFR testiranja. Novodizajnirane 1
visokosenzitivne tehnike za odredivanje EGFR mutacionog statusa obezbeduju dovoljan broj
kopija EGFR mutiranih gena 1 kada je broj celija tumora u analiziranom uzorku mali.
Scarpino u analizi 120 biopsijskih uzoraka od kojih je 59 bilo u prvoj grupi (<20% tumorskih
¢elija) 1 61 u drugoj grupi (>20% tumorskih ¢elija) detektuje EGFR mutacije kod 11 (19%)
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sluc¢ajeva iz prve grupe 1 15 (25%) slucajeva iz druge grupe. Uocena razlika izmedu EGFR
mutiranih i w¢ EGFR u odnosu na broj ¢elija nije statisticki znacajna (p>0,05) (252). Suprotno
ovim rezultatima, kada je granica poredenja 20%, Paliogiannis je pri granici poredenja od
50% tumorskih celija zabeleZio statisticki znacajnu razliku u broju detektovanih mutacija
izmedu dve grupe. U ovoj studiji je u prvoj grupi (>50% tumorskih ¢elija) od 450 uzoraka 57
(12,7%) mutiranih dok je u drugoj grupi (<50% tumorskih ¢éelija) bilo 65 uzoraka od kojih su
2 (3,1%) mutirana. lako je srednji procenat tumorskih ¢elija u biopsijskim uzorcima 50,3%
(20%-90%) manji u odnosu na hirur§ke uzorke 63,1% (40%-90%) ovaj autor nije evidentirao
statistiCki znacajnu razliku izmedu EGFR mutiracija u biopsijskim 1 hirurSkim uzorcima
(49/429; 11.4% vs 10/86; 11.6%) (244). Rezultati naseg istrazivanja se razlikuju od rezultata
ovih autora. U naSem istrazivanju svi slucajevi sa EGFR mutacijom su imali manje od 20%
volumenske gustine tumorskog tkiva ¢ime smo doprineli shvatanju da je relevantan EGFR
mutacioni status moguce odrediti i u uzorcima sa malim brojem c¢elija pod uslovom da je

tumor mutiran i da su primenjeni visoko senzitvni testovi za molekularnu analizu.

Hirurski resecirani uzorci predstavljaju zlatni standard za dobijanje kvalitetnog tumorskog
tkiva za analizu EGFR mutacionog statusa zbog veceg procenta tumorskog tkiva, vece
koncentracije izolovane DNK, manjeg procenta invalidnih rezultata u odnosu na biopsijske 1
citoloSke uzorke (268). Takav stav su potvrdili 1 rezultati naseg istrazivanja u kome je
prosecna koncentracija izolovane DNK u hirur§kim uzorcima (28,317 ng/ul; u rasponu od
0,584 do 110 ng/ul) veca u odnosu na koncentraciju izolovane DNK dobijenu u biopsijskim
uzorcima (5,805 ng/ul; u rasponu od 0, 375 do 19,2 ng/ul), broj neuspesnih izolacija manji

[1/60 (1,7%) vs 6/60 (10%)] su u skaldu sa ovim rezultatima.

Diskrepanca EGFR mutacionog statusa izmedu citoloskih, biopsijskih 1 hirur§kih uzoraka, bez
obzira da li su uzeti sa istog ili razli¢itog mesta kod istog bolesnika je retka. Ona moZze da
bude posledica razli¢itog klona i tumorske heterogenosti, greske prilikom selekcije uzoraka
odnosno uzimanje uzoraka sa malim sadrZajem tumora i bogatom limfocitnom pozadinom
ukoliko je re¢ o citoloSkim uzorcima, pojave novih mutacija za vreme razvoja metastaza ili
primenjene onkoloske terapije (296,321). Taj stav je potvrdio i Khod analizirajuci 37 uparenih
citoloSkih 1 biopsijskih uzoraka uzetih sa istog mesta u razmaku od mesec dana. Kod jednog
bolesnika (1/37; 2,7%) dobijen je wt EGFR u citoloSkom uzorku dok je u hirurS§kom uzorku
nadena mutacija EGFR na egzonu 18. Isti autor je analiziraju¢i uzorke dobijene sa razlicitih
mesta evidentirao diskrepancu u EGFR mutacionom statusu kod 4/23 bolesnika. Kod dva

bolesnika je uparen citoloski uzorak dobijen iz primarnog tumora sa hirurSkim uzorkom iz
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metastaze, dok su kod druga dva bolesnika upareni biopsijski i citoloski uzorci iz metastaza
(264). U nasem istrazivanju smo uparili nalaz EGFR mutacionog statusa u biopsijskim i
hirurskim uzorcima, dobijenim sa istog anatomskog mesta, kod 60 bolesnika. Kod jednog
bolesnika EGFR mutacija je evidentirana u hirurSkom uzorku, ali ne i u biopsijskom uzorku.
Diskrepanca je u ovom slu¢aju najverovatnije posledica potrosnje tumorskog tkiva prilikom

dijagnostikovanja bolesti.

Jedna od poslednjih velikih studija u kojoj je prikazana globalna mapa incidenca EGFR
mutacija je meta analiza objavljena u avgustu 2015. godine. Podaci obradeni u ovoj analizi su
prikupljeni pretragom Ccetiri velike baze podataka MEDLINE, PubMed, BIOSIS i Embase.
Ukupno je analizirano 151 studija sa 33162 bolesnika sa dijagnostikovanim
nemikrocelularnim karcinomom pluca od kojih je 9749 bilo sa pozitivnim EGFR mutacijama.
Studije sa manje od 100 ispitanika su ukljucene u analizu samo za zemlje sa oskudnim
podacima o EGFR mutacionom statusu. Prema rezultatima ove analize prosecno je najvise
studija bilo iz Azije (87), Evrope (39), a najmanje iz Afrike (1). Najniza procentualna
vrednost ranga frekvencije EGFR mutacija je zabelezena u studijama iz severne Amerike
(3%) 1 Evrope (6%) dok je najviSa vrednost ranga zabeleZena u studijama iz Azije (76%) i
Severne Amerike (67%). Najveéa prosecna vrednost frekvencije EGFR mutacija je
evidentirana u Aziji (47%), a najniza u Okeaniji (12%) (270). Porede¢i podatke iz ove studije
sa podacima studije iz 2013. godine uocavamo da je evidentiran rast frekvence EGFR
mutacija u Evropi. Naime, u obe studije su su analizirani podaci iz 19 zemalja. Frekvenca
EGFR mutacija je porasla sa 13,8% (u rasponu 5% do 37%) na 15% (u rasponu 6% do 41%) s
tim da se u obe studije ne nalaze podaci sa teritorije Srbije (175). U prvoj vecoj studiji analize
EGFR mutacionog statusa bolesnika sa teritorije Srbije EGFR mutacije su evidentirane kod
42/360 (11,7%) bolesnika sa dijagnostikovanim adenokarcinomom pluc¢a (271). Posmatrajuci
rezultate EGFR mutacionog statusa u evropskim studijama sli¢ne rezultate je pokazala analiza
EGFR mutacionog statusa bolesnika sa Sardinije (11,5%) (244). Medutim, publikovane su 1

studije sa nizom frekvencijom EGFR mutacija u odnosu na rezultate ovih autora (272).

Molekularno testiranje je pouzdano u primarnom tumoru tako i u metastazama (142).
Krawczyk je 1 u ranijim radovima analizirao EGFR mutacioni status u primarnom tumoru i
metastazama iz mozga te zabelezio slicnu frekvenciju EGFR mutacija. U ovoj studiji je
frekvencija EGFR mutacija neznatno veca (9/143; 6,3%) u odnosu na rezultate naSeg

istrazivanja (5%) (268). Razlike izmedu frekvencija EGFR mutacija u naSem istraZivanju su
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najverovatnije posledica etnic¢kih razlika medu ispitanicima, razli¢itih kriterijuma u odabiru

pacijenata za EGFR testiranje, kao i puSackih navika.

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da su EGFR mutacije ¢eS¢e kod Zena i u skladu su sa
rezultatima vecéine objavljenih studija na svim kontinentima (175,244,271). lako je
Paliogiannis u svom istrazivanju imao gotovo dvostruko viSe muSkaraca u odnosu na Zene
mutacije su bile detektovane ¢es¢e kod zena (35/158; 22,2%) u odnosu na muskarce (24/357;
6,7%) (244). Da postoji statisticki znacajna povezanost izmedu EGFR mutacionog statusa i
zenskog pola dosli su Zaric¢ 1 saradnici u jednoj od prvih studija analize mutacionog statusa
EGFR gena u adenokarcinomu plu¢éa na teritoriji Srbije. U ovoj prospektivnoj
nerandomiziranoj studiji sprovedenoj na IPBV i Institutu za onkologiju i radiologiju Srbije
(od januara 2012. do novembra 2013. godine) je bilo uklju¢eno 360 bolesnika, 244 (67,8%)
muskaraca 1 116 (32,2%) zena. EGFR mutacije su detektovane kod 11,7% bolesnika, uz
statisticki znacajnu povezanost izmedu EGFR mutacionog statusa i Zenskog pola (271). lako
su mutacije ¢eS¢e kod zena pol ne treba da bude faktor iskljucivanja iz molekularnog
testiranja $to su potvrdili i rezultati naseg istrazivanja u kome smo EGFR mutacije detektovali

1 kod jednog muskarca, od ukupno tri bolesnika sa EGFR mutiranim adenokarcinomom.

U objavljenim studijama je analizirana povezanost EGFR molekularnog statusa sa prose¢nom
starosti bolesnika sa EGFR mutiranim adenokarcinomom pri ¢emu je rang starosne dobi u
kojoj su detektovane EGFR mutacije razlici, ali je prosecna starost sli¢na (61,5 vs 61 godina)
(175,271). Frekvencija EGFR mutacija raste sa godinama. Ovaj stav je podrzala studija
Zhanga i saradnika koji su evidentirali najnizu frekvenciju EGFR mutacija u grupi bolesnika
mladih od 54 godine (66,9%), ve¢u u grupi od 54 do 61 godina (76,6%) dok je najviSa kod
starijih od 61 godinu (85,5%) (p=0.004) (273). Sli¢na distribucija bolesnika sa EGFR
mutiranim adenokarcinomom u odnosu na starosnu dob bila je i u studiji 257 bolesnika viSeg
stadijuma bolesti gde je EGFR mutacioni status bio odreden kod 165 bolesnika od kojih je 33
(47%) mladih od 60 godina, a 36 (53%) starijih (244). Prose¢na starost ispitanika u naSem
istrazivanju je bila 63 godine. Od tri slucaja sa pozitivnim EGFR mutiranim adenokarcinom

pluca od tri bolesnika dva su bila starija od 60 godina ¢ime smo podrzali tvrdnje ovih autora.

Odnos izmedu pusackih navika i EGFR mutacija je bio predmet analize brojnih studija
(87,244,271,273). Campos-Parra je u retrospektivnoj studiji analizirao odnos nove
klasifikacije adenokarcinoma plu¢a i EGFR mutacioni status u bolesnika sa proSirenom
stadijumu bolesti (IIIB 1 IV) u periodu od 2007. do 2010. godine. Od 257 bolesnika pusaca je
bilo 158 (59,7%), a razlika izmedu puSackih navika nije statisticki znacajna (p=0,356).
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Medutim, od 69 bolesnika sa EGFR mutiranim adenokarcinomom nepusaca je bilo 52
(75,4%), a pusaca 17 (24,6%) 1 uocCena razlika je statisticka znacajna (87). Visok procenat
EGFR mutiranih adenokarcinoma u kategoriji nepusaca su zabelezili i drugi autori (244,273).
Suprotno ovim rezultatima Zari¢ u svojoj studiji od 360 bolesnika sa pozitvinim EGFR
mutacionim statusom zabeleZio viSe aktivnih 204 (57,0%) 1 biv§ih puSaca 77 (21,5%) u
odnosu na nepusace 77 (21,5%) sa statisticki znacajnom vezom izmedu pozitivnog EGFR
mutacionog statusa i pusenja (p<0.001) (271). Sli¢no ovim rezultatima u nasem istrazivanju
EGFR mutacije su bile ¢es¢e kod pusaca (2/3). Medutim, treba napomenuti da je vrednost
pack/years kod jednog od puSaca sa EGFR mutiranim adenokarcinomom iznosila 2,5. Uocene
razlike i slicnosti u odnosu na rezultate ovih studija su najverovatnije posledica razli¢itog stila
zivota medu ispitanicima, njihovog ekonomskog standarda kao i geografskih regiona iz kojih

poticu publikovani rezultati.

Od 2011 godine su publikovane studije u kojima je analizirana povezanost izmedu
predominantnog histoloskog tipa i EGFR mutacija, a dobijeni rezultati su konradiktorni.
(87,100,119,258,273). Za razliku od Campos-Parre koji nije uocio povezanost izmedu EGFR
mutacionog statusa i predominantnog tipa Zhang i saradnici su u analizi 349 adenokarcinoma
pluca zabelezili da su EGFR mutacije bile najzastupljenije u acinarno predominantnom tipu
(75%) (87,273). Suprotno ovim rezultatima Prudence je u analizi 69 adenokarcinoma
detektovao EGFR mutacije u 25% slucajeva gde su bili zastupljeni svi predominantni tipovi
adenokarcinoma 1 jedan koloidni adenokarcinom. U ovoj studiji EGFR mutacije su bile
najfrekventnije u mikropapilarno predominantnom tipu (58%) (119). Iako je ucestalost EGFR
mutacija u mikropapilarno predominantnom tipu u studiji Sun-a (31%) manja u odnosu na
rezultate Prudenc-ove studije ovaj autor zakljuCuje da postoji znaajna razlika u EGFR
mutacionom statusu izmedu bolesnika sa mikropapilarno predominantnim tipom u odnosu na
druge tipove (p=0.0026). Isti autori nalaze da su EGFR mutacije retke u solidno
predominantnom tipu (1/24; 4% vs 1/39; 2,6%) (258). Rezultati naSeg istrazivanja su pokazali
da su mutacije najfrekventnije u solidno predominantnom tipu (2/3), ali 1 da su nadene u
acinarno predominantnom tipu kod jednog od tri bolesnika sa EGFR mutiranim
adenokarcinomom. Razli¢iti rezultati odnosa izmedu predominantnog histoloskog tipa i
EGFR mutacija mogu da budu posledica malog broja bolesnika uklju€enih u nase istraZivanje,
etnickih razlika medu ispitanicima ovih studija 1 naSeg istrazivanja s tim da naSe istraZivanje
ima nekoliko limitiraju¢ih faktora: bilo je retrospektivnog karaktera, uradeno je u jednoj

instituciji 1 bio je ukljucen mali broj bolesnika.
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U publikovanim radovima je prikazan odnos izmedu stadijuma bolesti 1 EGFR mutacija
(143,181). Od 2298 bolesnika sa dijagnostikovanim adenokarcinomom pluéa u periodu od
2004. do 2009. godine u studiji Sun 896 (39%) bolesnika je bilo u visem stadijumu bolesti.
Mutacioni EGFR status je bio poznat kod 496 bolesnika od kojih je 407 bilo u stadijumu
[IB/IV, a 89 sa recidivom bolesti. EGFR mutacije su bile pozitivne kod 291 (58,66%) (143).
Sli¢nu raspodelu prema stadijumu bolesti prikazali su i drugi autori. Zari¢ i saradnici su
prospektivnoj nerandomiziranoj studiji je analiziran EGFR mutacioni status kod 92 bolesnika
u IIIB (25,6%) 1 268 bolesnika u IV (74,4%) stadijumu bolesti 1 utvrdena je statisticki
znacajna povezanost izmedu T statusa u TNM Kklasifikaciji i EGFR mutacija (p=0, 019) (271).
Rezultati naseg istrazivanja su pokazali da je stadijum bolesti u kome se nalaze bolesnici sa
mutiranim adenokarcinom znacajno nizi (IIA-1/3 i [IB-2/3) u odnosu na rezultate ovih autora.
S obzirom da se po jedan slu¢aj EGFR mutiranog adenokarcinoma nalazio u stadijumu pT2a,
pT2b i pT3 nije bilo moguce analizirati udruZenost izmedu EGFR mutacionog statusa i pT
stadijuma. Uocene razlike u odnosu na rezultate drugih autora su posledica razlicitih

inkluzionih kriterijuma prilikom dizajniranja istrazivanja.

Primenom Cobas® EGFR Mutation Test postoji mogucnost detekcije viSe tipova mutacija.
Delecije na egzonu 19 su naj¢eS¢e mutacije na EGFR genu, nalaze se u oko 50% do 60%
bolesnika sa pozitivnim EGFR mutacionim statusom (87,175,264,271,273). Medutim u nasem
istrazivanju ovaj tip mutacija nismo detektovali. Za razliku od rezultata ovih autora gde su
mutacije na egzonu 21 (L858R) bile Ceste (~40%) u nasSem istrazivanju su bile znacajno cesce
(kod dva od tri bolesnika sa mutiranim EGFR adenokarcinomom). Prosec¢na incidencija
mutacija na egzonu 20 kod bele rase i azijata je 9%, CeS¢e su kod nepusaca, ali nije uo€ena
statisticki znaCajna razlika u raspodeli prema starosti, polu, etnickoj pripadnosti 1 stadijumu
bolesti. Insercije na egzonu 20 predstavljaju kombinaciju insercije na kratkom kraku ili
duplikacije od 3 do 21 base pairs-bp, predominantno izmedu kodona 767 i 774 (274). Nizu
frekvenciju mutacija na egzonu 20 u odnosu na ovu studiju zabelezili su drugi autori.
Campos- Parra je na egzonu 20 evidentirao dva tipa mutacija [S768I (2.6%) 1 T790M (6.5%)]
dok je Zhang insercije na egzonu 20 imao kod 10/253 (4%) bolesnika sa pozitivnim EGFR
mutacijama (87,273). Suprotno ovim rezultatima kod drugih autora frekvencija mutacija na
egzonu 20 je visa [3/29 (10.34%)], a razlikuje se i tip mutacija (GG779F, S768L, T790M)
(175). U naSem istrazivanju insercije na egzonu 20 smo evidentirali kod jednog od tri
bolesnika sa pozitivnim EGFR mutacionim statusom. Mutacije na egzonu 18 su prisutne u

manje od 10% EGFR mutiranih adenokarcinoma (87,175,273). U studiji 29 bolesnika sa
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EGFR mutiranim nemikrocelularnim karcinomom pluc¢a zabelezen samo jedan slucaj mutacija
na egzonu 18 (G717C) (226). Slican procentualni udio mutacija na ovom egzonu (3%)
zabelezili su i drugi autori, ali za razliku od prethodno navedenih rezultata u pitanju su bile
mutacije tipa G719X (273). Mutacije na ovom egzonu nismo evidentirali u naSem
istrazivanju. U analizi EGFR molekularnog statusa kod 291 bolesnika sa dijagnostikovanim
adenokarcinomom plu¢a EGFR po jedan tip mutacija je bio kod 259/291 (89%) bolesnika. U
istom istrazivanju duple i triple mutacije su bile kod 32/291 (11%) bolesnika (143). Sli¢ni su i
rezultati studije u kojoj su evidentirane 31 EGFR mutacija kod 29 bolesnika odnosno kod dva
bolesnika mutacije su bile duple. U jednom sluc¢aju T790M (egzon 20) 1 L858R (egzon 21), a
u drugom G719C (egzon 18) i S768 (egzon 20) (175). U nasem istrazivanju duple ili triple
mutacije nismo evidentirali. Razlike u distribuciji tipova EGFR mutacija u nasem istrazivanju
u odnosu na ove rezultate su najverovatnije posledica malog procentualnog udela EGFR
mutiranih adenokarcinoma pluc¢a u nasem uzorku $to je ujedno sa brojem ukupno analiziranih

sluCajeva limitirajuéi faktor naseg istrazivanja.

Udruzenost pozitivne TTF-1 ekspresije 1 pozitivinog EGFR mutacionog statusa ima klini¢ki i
bioloski znacaj, predstavlja prediktor ukupnog prezivljavanja [overall survival-(OS)] 1 vreme
do progresije bolesti [progression free-suvirval (PFS)] (146). Bolesnici sa EGFR mutiranim 1
TTF-1 pozitivnim adenokarcinomom imaju duze OS u odnosu na bolesnike sa EGFR
mutiranim 1 TTF-1 negativnim adenokarcinomom (27,4 vs 11,8 meseci; p=0,001) 1 duzi PFS
(8,7 vs 5,7 meseci) (143). Stoga, TTF-1 ekspresija treba da bude sastavni dio patoloskog
izveStaja kada god je to moguce. Neki autori preporucuje da hemioterapija bude inicijalna
terapija u IV stadijumu bolesti kod bolesnika sa TTF-1 pozitivnom ekspresijom (140).
Korelaciju izmedu TTF-1 ekspresije 1 EGFR mutacionog statusa je moguce analizirati u
tkivnim uzorcima 1 Celijskim blokovima izradenim od citoloskog materijala (cito-blok)
(275,143). Iako je inicijalna dijagnoza invazivnog adenokarcinoma u ovom istrazivanju
postavljena u biopsijskim uzorcima odnos izmedu TTF-1 ekspresije 1 EGFR mutacionog
statusa smo analizirali u hirurSkim uzorcima isklju¢ivo zbog vece koli¢ine tumorskog kiva.
Nasi rezultati su pokazali da postoji visok stepen korelacije izmedu EGFR mutacionog statusa
1 TTF-1 pozitivne ekspresije slicno rezultataima drugih autora (140,143,275,276). Shanzhi je
analizirao EGFR mutacioni status i TTF-1 ekspresiju kod 664 bolesnika od kojih je TTF-1
pozitivnih adenokarcinoma bilo 636, 18 tumora sa TTF-1 ekspresijom koja je oznacena kao
delimi¢no pozitivna (+/-) 1 10 sa TTF-1 negativnim adenokarcinomom. Od poslednjih 10

slucajeva u jednom (10%) je evidentirano prisustvo EGFR mutacije (276). Rezultati naSeg
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istrazivanja su saglasni rezultatima ovih autora. U naSem istrazivanju TTF-1 ekspresija je
evidentirana kod 52/60 (87%) bolesnika, a pozitivni EGFR mutacioni status kod 3/60 (5%) od
kojih je TTF-1 ekspresija bila pozitivna kod dva bolesnika, odnosno intenzivna u > 50%
tumorskog tkiva (skor 4), a u jednom slucaju adenokarcinom je bio TTF-1 negativan stoga
smatramo da TTF-1 negativni rezulatati ne treba da budu faktor na osnovu koga ¢e bolesnici

biti iskljuceni iz molekularnog testiranja.
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ZAKLJUCCI

Histopatoloska grada adenokarcinoma plu¢a u hirurSkim uzorcima je heterogenija u

odnosu na biopsijske uzorke (77% vs 18%) 1 ta razlika je statisti¢ki znacajna (p<0,001).

Acinarno predominantni tip je najzastupljeniji predominantni tip u hirurSkim i
biopsijskim uzorcima bez statisticki znacajne razlike u raspodeli predominantnih tipova u

njima (p=0,65883).

Predominantni tip u primarnom invazivhom adenokarcinomu pluéa odreduje

predominantni tip u limfogenim metastazama.

EGFR mutacije tipa insercija na egzonu 21 i L858R mutacija na egzonu 20 su
detektovane kod tri od 60 (5%) bolesnika u pet od 120 uzoraka (tri hirurska i dva
biopsijska uzorka), ceS¢e kod Zena, starijih od 60 godina, puSaca i u solidno

predominantnom tipu.

Ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u koncentraciji izolovane DNK izmedu EGFR
mutiranih 1 wt EGFR adenokarcinoma u biopsijskim (p=0,132) i hirurSkim uzorcima

(p=0,641).

Procenat invalidnih rezultata prilikom odredivanja EGFR mutacionog statusa u
invazivnom adenokarcinomu je veci u biopsijskim uzorcima u odnosu na hirurSke uzorke

(10% vs 1,7%).

Postoji statisticki znacajna razlika izmedu broja TTF-1 pozitivnih (52; 87%) 1 TTF-1
negativnih (8; 13%) adenokarcinoma (p<0,001), ali ne i u raspodeli ovih bolesnika prema
polovima (p=0,1231), prose¢noj starosti, pusackim navikama (p=0,6488) i prosecnoj

veli¢ini tumora (p=0,21).

Postoji pozitivna korelacija izmedu TTF-1 pozitivne ekspresije i EGFR mutacionog
statusa stoga TTF-1 pozitivna ekspresija moze da bude prediktor pozitivhog EGFR

mutacionog statusa u invazivnom adenokarcinomu pluca.

Bronhoskopska biopsija je reprezentativni uzorak za odredivanje EGFR mutacionog

statusa zato Sto:

112



DOKTORSKA DISERTACIJA Tegeltija Dragana

e vecina dijagnostickih biopsijskih uzoraka ima vise od 100 o¢uvanih tumorskih
¢elija, nema razlike u raspodeli predominantnih tipova u odnosu na hirurske
uzorke,

o EGFR mutacije se detektuju u uzorcima sa manje od 100 tumorskih celija i
manje od 20% volumenske gustine tumorskog tkiva,

e razlika izmedu koncentracije izolovane DNK u EGFR mutiranim i w¢ EGFR

adenokarcinomima u biopsijskim 1 hirurS§kim uzorcima nije statisticki znacajna

(p=0,132 i p=0,641).
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DOKTORSKA DISERTACIJA

9. LISTA SKRACENICA

A

AAH
ACN
AD-plate
AIDS

AIS

ATS

BB

Bcl-2
b-HLHZop
cDNA
CE-IVD
CHRNAS
CHRNA3
CISH
c-MET
C-myc

CT

DNA EB
DNA PBB
DNA SD
DNA TLB
dNTP
EGF
EGFR

atipi¢na adenomatozna hiperplazija,

acinarni,

mikrotitar ploca,

(od eng.-aquired Immune Deficiency Syndrom),
adenokarcinom in situ,

(od eng.- American Thoracic Society),
bronhobiopsija,

(od eng.-B-cell CLL/lymphoma 2),

(od eng.-helix-loop-helix leucine zipper),
komplementarnu DNK,

cobas® EGFR Mutation Test,

(od eng.-cholinergic receptor nicotinic alpha 5),
(od eng.- cholinergic receptor nicotinic alpha 3),
(od eng.-chromogenic in situ hybridization),

C- mezenhimalnoepitelni faktor tranzicije,

(od eng.-myc-v-myc avian, myelocytomatosis viral oncogene homolog 1),
kolekciona tuba,

DNK elucioni pufer,

DNK parafin vezuju¢i pufer,

DNK diluenta,

DNK pufera za liziranje tkiva,
(dezoksiribonukleotid-trifosfati),

(od eng.-epidermal growth factor),

(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

ERS
FFR
FISH
FR

FT
HBME-1
HIV
HNF4A
HPV
HRAS
IATSL
IPASS
IPBV
KB
KRAS
LP
MAPK
MGAC
MIA
MMX
MPP
NEJ
NRAS
NSCLC
(0N

(od eng.- European Respiratory Society),

fibroblasti¢ni faktor rasta,

fluorescentna in situ hibridizacija,

faktor rasta,

filter tuba,

(od eng.- Anti-Mesothelioma antibody),

(od eng.-human Immunodeficijency Virus),

(od eng.-hepatocyte nuclear factor 4, alpha),

(od eng.- human papillomavirus),

(od eng.-homologous to the oncogene of the Harvey rat sarcoma virus),
(od eng.- International Association for the Study of Lung Cancer),
Iressa Pan-Asia Study,

Institut za pluéne bolesti Vojvodine,

kateter biopsija,

(od eng.-homologous to the oncogene of the Kirsten rat sarcoma virus),
lepidic¢ni,

Ras/Raf/mitogen-aktivirajuca protein kinaza,

zapremina rastvora magnezijuma,

minimalno invazivni adenokarcinom,

radni rastvor Master Miksa,

mikropapilarni,

North East Japan,

(od eng.-neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene)

(od eng.- non-small cell lung cancer)

(od eng.-overall survival),
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PAP papilarni,

Pby broj pogodaka na biopsijskom uzorku,

PCR (od eng.-polymerase chain reaction),

PFS (od eng.-progression free-suvirval).
PI3K/Akt/mTOR fosfatidilinozitol- 3-kinaza,

PK pikrinska kiselina,

PNS Paraneoplasti¢ni sindrom,

Pnt broj pogodaka na netumorskom tkivu,

Pt broj pogodaka na tumorskom tkivu,

PVNT procentualna vrednost volumenske gustine netumorskog tkiva,
PVT procentualna vrednost volumenske gustine tumorskog tkiva,
Rb (od eng.-retinoblastoma tumor supresor gen),
RT- PCR (od eng.-Reverse transcription -PCR),

SOL solidni,

STAT (od eng.-Spread Through Air Spaces),

SV40 (od eng.-Simian virus 40),

SZO Svetska zdravstvena organizacija,

TAT (od eng.-turnaround time),

TBB transbronhijalna biopsija,

TC tumorske ¢elije,

TGF-a transformiSuéi faktor rasta-o,

TK1 timidin kinaza 1,

TKIs Tirozin kinaza inhibitori,

TNM (od eng.-tumour lymph nodes metastasis),
TTF-1 (od eng.-thyroid transcription factor-1),
VATS videoasistirana torakoskopija,

Vby volumenska gustina celokupnog biopsijskog uzorka,
VEGF vaskularni endotelni faktor rasta,

VMS videoasistirana medijastinoskopija,

VVG (od eng.-Verhoff Van Gieson),

WT (od eng.- wild type),

WB 1 radni rastvor pufera I,

WBII radni rastvor pufera II,

WITOG West Japan Thoracic Oncology Group,
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