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Popis koristenih kratica

AAH — atipi¢na adenomatozna hiperplazija (engl. atypical adenomatous hyperplasia)
AC — adenokarcinom

AIS — adenokarcinom in situ (engl. adenocarcinoma in situ)

ALK - kinaza anaplasti¢nog limfoma (engl. anaplstic lyphoma kinase)

BAL — bronhoalveolarni lavat/lavaza
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FISH — fluorescentna in situ hibridizacija (engl. fluorescence in situ hybridization)
FNA - tankoiglena aspiracija (engl. fine-needle aspiration)

KRAS — homolog onkogena Kirstenovog virusa Stakorskog sarkoma (engl. Kirsten rat sarcoma

virus oncogene homolog)

LCLC — krupnostanic¢ni karcinom pluc¢a (engl. large-cell lung carcinoma)

LCNET - krupnostani¢ni neuroendokrini tumor pluca (engl. large cell neuroendocrine tumor)
MGG — May-Griinwald Giemsa

N/C — jezgra/citoplazma (engl. nucleus/cytoplasm)

NET — neuroendokrini tumor (engl. neuroendocrine tumor)

NSCLC — ne-sitnostani¢ni karcinom pluca (engl. non-small-cell lung carcinoma)

NSCLC-NOS - nespecificirani ne-sitnostanicni karcinom pluéa (engl. non-small-cell lung

carcinoma, not otherwise specified)
PAH — policiklic¢ki aromatski ugljikovodik (engl. polycyclic aromatic hydrocarbon)
PCC - planocelularni karcinom

PCR - lancana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction)
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TTP — transtorakalni punktat

III



1. Uvod

1. UVOD

1.1. EpidemioloSki podaci o tumoru pluéa

Maligni tumor pluca zauzima prvo mjesto u incidenciji i smrtnosti medu svim tipovima
karcinoma u svijetu u 2022. godini sa 2,48 milijuna novih slucajeva i 1,82 milijuna smrtnih
ishoda, pri ¢emu je u muSkaraca prvi, a u Zena drugi po incidenciji i smrtnosti, iza karcinoma
dojke. Incidencija tumora pluéa prednjaci u zemljama u razvoju s visokim udjelom pusaca (1 —
3). U Hrvatskoj su 2021. godine dusnik, bronhi 1 plu¢a bili drugo najceSc¢e sijelo raka u
muskaraca te trece najcesce sijelo u Zena, a u oba je spola karcinom plu¢a vodec¢i uzrok smrti
od novotvorina (4). Dobna skupina u kojoj se najces¢e otkrivaju zlo¢udne novotvorine pluca
jest izmedu 60 1 69 godina (4, 5). lako je broj muskaraca koji boluju od tumora pluéa veéi u
odnosu na Zene, sve je veci broj zena koje obolijevaju, dok je incidencija tumora pluca u

muskaraca u konstantnom 1 stabilnom padu (2).

Procjenjuje se da je rizik od oboljenja od raka pluca 10 — 20 puta veéi za pusace u odnosu na
nepusace!, ovisno o udestalosti pusenja i duzini pusackog staza, a poveéan je i za pasivne pusace
(6). Pusace obi¢no zahvaca karcinom plocastog, a nepusace karcinom Zzljezdanog epitela.
Posebno se istice trend povecane incidencije karcinoma pluca u Zena nepusacica nesto mlade

dobi u odnosu na muskarce nepusace, no razlog ove pojave jos nije moguce potpuno razjasniti
(7).

Dugi je niz godina karcinom plu¢a najsmrtonosniji karcinom u Hrvatskoj zbog ¢injenice da se
najcesce otkriva u kasnom, neoperabilnom stadiju, no o¢ekuje se pad ukupne smrtnosti za 20
%, s obzirom da je 2020. godine pokrenut nacionalni program za probir karcinoma pluca
pretragom kompjuterizirane tomografije niske doze zrafenja (engl. low-dose computed
tomography) (8). 90 do 95 % tumora pluca su maligni, a u vecini slucajeva tumor u plu¢ima

metastaza je iz nekog drugog sijela, najcescée iz debelog crijeva, dojke 1 bubrega (6).

1.2. Etiologija tumora pluéa

Glavni riziéni ¢imbenik za nastanak karcinoma respiratornog sustava, s kojim je direktno
povezano ¢ak 80 do 85 % smrti od istog, jest puSenje, koje osim pluca, bronha i dusnika moze
uzrokovati nastanak karcinoma i u mnogim drugim organskim sustavima (6). Dosada je u
duhanu i duhanskom dimu poznato vise od 80 kancerogena (9). Svi su oblici duhana opasni
(duhan za puSenje, zZvakanje ili Smrkanje), no najvec¢i rizik od karcinoma predstavlja duhan koji

izgara, u kojem se nalaze formaldehid, acetaldehid, policikli¢ki aromatski ugljikovodici (PAH),

'nepusacima se smatraju osobe koje su konzumirale manje od 100 cigareta tijekom Zivota



1. Uvod

benzen, furan i drugi kancerogeni (10). Veéina kancerogena iz cigaretnog dima zahtjeva
metaboli¢ku aktivaciju kako bi formirali DNK adukte, pokrecu¢i kancerogenezu. Potencijalni

rizik od nastanka karcinoma pluéa predstavlja i puSenje e-cigareta (engl. vaping).

Izuzev pusenja karcinom pluc¢a mogu uzrokovati nepotpuno izgaranje ugljena, drvne i nedrvne
biomase, onecis¢enje zraka, ionizirajuée zraCenje, tvari povezane s radnim mjestom poput
arsena, azbesta, kadmija, berilija, klorometil etera, kroma, nikla, radona, silike te vinil klorida
(11). Osobe s c¢lanovima obitelji koji boluju od raka plu¢a imaju predispoziciju za njegovu
pojavu. Istaknuti genetski ¢imbenici koji su vezani za nastanak karcinoma pluc¢a jesu mutacija
gena za receptor epidermalnog faktora rasta (EGFR), mutacija homologa onkogena
Kirstenovog virusa Stakorskog sarkoma (KRAS), fuzija kinaze anaplasticnog limfoma (ALK),
fuzija proto-onkogena ROS 1, mutacija proto-onkogena B-raf (BRAF), mutacije tumor-

supresora p53, p73, pl6, 1 dr.

1.3. CitoloSka subtipizacija tumora pluca

Glavna su dva tipa tumora pluca sitnostanicni karcinom pluca (engl. small-cell lung carcinoma,
SCLC) i ne-sitnostani¢ni karcinom pluca (engl. non-small-cell lung carcinoma, NSCLC), koji
se dalje dijeli na sljedeée podtipove: karcinom zljezdanih stanica (adenokarcinom), karcinom
plocastih stanica 1 krupnostani¢ni karcinom (engl. large-cell lung carcinoma, LCLC). Nesto
rjede pojavljuju se krupnostani¢ni neuroendokrini tumor (engl. large-cell neuroendocrine

tumor, LCNET), benigni tipi¢ni karcinoid, atipi¢ni karcinoid i sarkomatoidni karcinom.

1.3.1. Sitnostani¢ni karcinom pluca

Otprilike 10 do 20 % karcinoma pluca otpada na sitnostani¢ni karcinom (lat. carcinoma
microcellulare) (6). Sitnostani¢ni karcinom jest high-grade neuroendokrini tumor (NET)
karakteriziran agresivnos¢u, brzim rastom, slabom diferencijacijom i generalno loSom
prognozom. Vrlo je veliki broj pusaca s ovim karcinomom, nerijetko dijagnosticiranim ve¢ u
uznapredovalom stadiju s udaljenim metastazama. Sitnostanicni NET ceS¢i je od svog
krupnostani¢nog imenjaka. Prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije SCLC se
dijeli na dvije podkategorije: ¢isti SCLC i kombinirani SCLC, koji se dijelom sastoji od osobina

ne-sitnostani¢nog karcinoma. Tumor je obi¢no smjesten centralno, u blizini plué¢nog hilusa.

Mikroskopski se SCLC prezentira malim do srednje velikim stanicama s hiperkromatskom
jezgrom i vrlo oskudnom citoplazmom u visoko celularnom i nekroti¢nom okruzenju. Unutar
stanica nalazi se fini kromatin te slabo izrazeni ili nevidljivi nukleoli. Stanice su uglavnom

povezane u guste nakupine s malo vezivnog tkiva izmedu njih te imaju visoku stopu mitoze (6,
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12). SCLC prepoznatljiv je i po tzv. ,,crush® efektu, odnosno razmazanom kromatinu te po
fenomenu bazofilnog jezgrenog debrisa zalijepljenog za zid krvne Zile pod imenom Azzopardi
efekt. Stanice tumora pozitivno se bojaju na niskomolekularni keratin, a varijabilno se bojaju
na markere neuroendokrine diferencijacije poput CD56, kromogranina i sinaptofizina (Slika 1).
Zarazlikovanje sitnostanicnog od krupnostanicnog NET pogodan je napsin A, a za razlikovanje
SCLC od tumora nizih stupnjeva malignosti (low-grade 1 intermediate-grade) moze se
upotrijebiti Ki-67 indeks brzine proliferacije stanica. Faktor transkripcije Stitnjace 1 (TTF-1)

moze posluziti u diferencijaciji SCLC od tumora koji potjecu izvan pluca (12).

Slika 1. Stanice sitnostani¢nog karcinoma plu¢a obojane na CD56, MGGX200 (izvor:

fotografirala mentorica rada)

Karakteristi¢na patofizioloska znacajka SCLC jest uzrokovanje paraneoplasticnog sindroma
zbog lucenja hormona od strane neuroendokrinih stanica ili imunosno-posredovanog unistenja
tkiva, primjerice luCenja antidiuretskog hormona, adrenokortikotropnog hormona (ektopi¢ni
Cushingov sindrom) i Lambert-Eatonovog mijastenickog sindroma. NajceS$¢a su mjesta
metastaziranja u mozak, jetra, nadbubrezne Zlijezde, kost 1 koStana srz (13). Standardne su
metode lije¢enja kemoterapija i radijacija. Kirursko odstranjivanje nije preporuc¢eno zbog ranog
1 brzog Sirenja tumora (6). U Sjedinjenim Americkim Drzavama petogodiSnje preZivljenje sa

SCLC iznosi od 3 do 30 %, ovisno o proSirenju tumora (14).

1.3.2. Adenokarcinom pluca

Najprevalentniji tip tumora pluca (oko 40 9% dijagnoza) jest adenokarcinom (lat.
adenocarcinoma), podvrsta ne-sitnostani¢nog karcinoma (6). Ova vrsta karcinoma ima razlicite
stupnjeve invazivnosti, variraju¢i od preinvazivnih lezija (atipicna adenomatozna hiperplazija,
AAH i adenokarcinom in situ, AIS) i minimalno invazivnog adenokarcinoma do invazivnog.
Svjetska zdravstvena organizacija klasificira ga u pet kategorija: lepidi¢ni, acinarni, papilarni,

mikropapilarni i solidni te posebnu kategoriju, mucinozni adenokarcinom. Poznat je po
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fenomenu da cesto zahvaca osobe koje nikada nisu puSile, posebice Zene. Incidencija
adenokarcinoma u Zena u porastu je posljednja cetiri desetljeca, dok se njegova sveukupna

incidencija i mortalitet smanjuju (15).

AAH ocituje se kao lezija hiperplasticnih nakupina stanica malih dimenzija (< 5 mm) koje
oblazu alveolarne zidove s blagim do umjerenim atipijama i bez fibrozne ili upalne pozadine.
AAH uglavnom nije moguce detektirati radioloSkim tehnikama pa se nerijetko pronalaze
tijekom operativnih postupaka povodom lijecenja drugih bolesti (16). AIS nesto je veca lezija
(5 — 30 mm) s viSe atipija od AAH, preklapanjem jezgara, bez sluzi i bez ikakvih znakova
invazije. Minimalno invazivan adenokarcinom samostalna je lezija sli¢ne veli¢ine kao AIS, sa
zariStima invazije 1 varijabilnom arhitekturom (acinarna, papilarna, mikropapilarna i solidna).
Za diferencijaciju adenokarcinoma od planocelularnog karcinoma imunocitokemijom povoljni
su TTF-1 i napsin A, &iji je pozitivitet karakteristian za adenokarcinome (Slika 2). Zari$na

obojenja TTF-1 smatraju se pozitivnim (17). EGFR mutacije u Zena, nepusaca i pacijenata s

adenokarcinomom, iako prisutne i u bijelaca, nalaze se ponajvise u Azijskoj populaciji (18).
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Slika 2. Stanice adenokarcinoma plu¢a obojane na TTF-1, MGGX200 (izvor: fotografirala

mentorica rada)

Adenokarcinom raste sporo, zbog ¢ega bolest u pocetku moze biti asimptomatska te je sklon
metastaziranju. PonaSanje adenokarcinoma ovisi o pusackoj povijesti pacijenta. Primijeceno je
da disfunkcija alveolarnih stanica uzrokovana pusenjem pridonosi agresivnosti karcinoma, dok
je za to u nepusaca odgovorna imunosupresivna mikrookolina tumora. Ipak, adenokarcinom u
nepusaca manje je agresivan od onog u pusaca (19). Sto se ti¢e prognoze adenokarcinoma, ona
je vrlo povoljna u pacijenata s preinvazivnim lezijama i minimalno invazivnim karcinomom, s
prezivljenjem od 100 % ili priblizno tomu (6, 16). Pacijenti sa specificnim EGFR mutacijama
poput delecije egzona 19 imaju bolje prezivljenje zbog osjetljivosti tumora na inhibitore tirozin

kinaze (20). Inhibitori liganda programirane smrti 1 (PD-L1) pogodni su u lije€enju ne-
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sitnostani¢nih karcinoma s visokom ekspresijom PD-L1, pogotovo one s BRAF ili KRAS

mutacijom (21, 22).

1.3.3. Karcinom pluca plocastih stanica

30 % dijagnoza ne-sitnostani¢nih karcinoma plu¢a zauzima karcinom pluca plocastih stanica
(lat. carcinoma planocellulare). Visoko je povezan s pusenjem i pojavljuje se u muskaraca
starije dobi (6). Zapocinje centralno, u glavnim bronhima. Raste sporo poput adenokarcinoma,
ali metastazira kasno. Ova novotvorina manifestira se kao metaplazija bronhalnog cilindri¢nog

epitela u plocasti, potom displazija te eventualno karcinom in situ i invazivni karcinom (6).

Mikroskopski, tumorske su stanice oroZnjele, raznih oblika i1 veli¢ina 1 mogu tvoriti
medustani¢ne mostove. U usporedbi s adenokarcinomom, plocasti karcinom ima manje veziva.
O prisutnosti medustani¢nih mostova i koli¢ini keratiniziranih stanica ovisi opisuje li se tumor
kao slabo diferencirani (samo nekoliko oroznjelih stanica), umjereno diferencirani (oko 20 %
oroznjelih stanica) ili dobro diferencirani (roZevina u stanicama i izvan njih). Ovaj tumor ima
visoku heterogenost (23). Imunokemijski panel za dijagnostiku planocelularnog karcinoma
sastoji se prvenstveno od p63 i p40 proteina, gdje p40 pokazuje najbolju specificnost i
osjetljivost (24). Ipak, zariSni ili slabi pozitivitet p40 nije pokazatelj da se radi o plocastom
karcinomu jer takvo obojenje moze biti prisutno i u adenokarcinomu (17). EGFR mutacija vrlo

je rijetka u planocelularnim karcinomima.

Ponekad je u pacijenata s plocastim karcinomom pluca prisutan nalaz hiperkalcemije zbog
lu¢enja polipeptida nalik na parathormon (PTHrP) od strane tumorskih stanica (6).
Imunoterapija PD-L1 inhibitorima koristi se u lijeCenju pacijenata s visokom ekspresijom PD-
L1. Planocelularni karcinom ima povoljniju prognozu od invazivnog adenokarcinoma i moze
se kirurski odstraniti. Ukoliko je rije¢ o slabo diferenciranom stupnju karcinoma, prognoza

postaje losija.

Rijetke hibridne slu¢ajeve adenoskvamoznog karcinoma generalno je teSko dijagnosticirati
preoperativno, agresivni su te imaju losu prognozu. Ce$ée pogadaju starije muskarce pusace
(25). Ovaj tumor raste na pluénoj periferiji 1 spoj je karakteristika grade adenokarcinoma i
planocelularnog karcinoma — zlo¢udni plocasti epitel u kombinaciji sa Zljezdanim, ZariSta

rozevine i pojava mucina. Pristup lijeenju jednak je kao i kod adenokarcinoma (26).
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1.3.4. Krupnostani¢ni nediferencirani karcinom i krupnostaniéni neuroendokrini
karcinom pluca

Krupnostani¢ni karcinom pluéa (lat. carcinoma macrocellulare) termin je koji se koristi za ne-
sitnostani¢ne tumore koji nemaju obiljezja pripisiva adenokarcinomu ili plo¢astom karcinomu,
drugim rijecima NSCLC-NOS (not otherwise specified). Zaklju¢no po imenu tumora, njegove
su stanice krupne, anaplasti¢ne 1 primitivne, bez zljezdanih ili plocastih osobina i to¢na se
dijagnoza ne moze postaviti pod svjetlosnim mikroskopom. U ovakvim se slucajevima
elektronskom mikroskopijom moze bolje razumijeti o kakvom je tumoru rijec. Tako se vec¢ina
NSCLC-NOS tumora promatrana elektronskim mikroskopom pokazala kao adenokarcinomi 1
manjina kao plocasti karcinomi (23). Dakako, imunocitokemija i1 imunohistokemija
nezanemarive su kada se ne moze do¢i do konkretnog zakljucka iz morfoloskih znac¢ajki uzorka.
Zbog slabe diferencijacije ovog tumora tesko je odrediti najbolje metode lijeCenja i njegova je
prognoza losa. Prezivljenje pacijenata koji su primili kemoterapiju nakon operacije bolje je od

pacijenata koji su samo operirani, no u oba slucaja prezivljenje je nezadovoljavajuce (27).

S druge strane, krupnostani¢ni neuroendokrini tumor plu¢a (LCNET) neoplazma je velikih
stanica neuroendokrine diferencijacije i rijetko se dijagnosticira. Puno je agresivniji od ostalih
karcinomu. Sklon je rekurenciji 1 metastazama nakon operacije te razvoju otpornosti na
kemoterapiju. Pod mikroskopom ima jednu ili viSe klasi¢nih znacajki ne-sitnostani¢nog tumora
uz neuroendokrinu diferencijaciju — velike stanice, pleomorfizam, nizak omjer veli¢ine jezgre i
citoplazme (N/C), granulirani ili vezikularni kromatin, visoka stopa mitoze, nekroza, rozete.

Jedan od kriterija za dijagnozu je 1 pozitivitet na barem jedan neuroendokrini marker (28).

1.4. Dijagnostika tumora pluca
Prvi su koraci u dijagnostici tumora pluca fizikalni pregled i anamneza. Nakon toga slijede
osnovne laboratorijske pretrage (kompletna krvna slika i biokemijski parametri), slikovne,

citoloske, histoloske 1 molekularne metode.

1.4.1. Slikovna dijagnostika tumora pluca

Slikovnim metodama lijecnik dobiva podatak o tome gdje je tumor smjesten, njegovoj veli¢ini,
malignosti/benignosti, proSirenosti te u¢inkovitosti lijecenja. Slikovne pretrage na raspolaganju
lije¢niku su rendgen, kompjuterizirana tomografija (CT), pozitronska emisijska tomografija,
magnetska rezonancija i ultrazvuk. Sve navedene metode osim rendgena korisne su u procjeni
prosienosti tumora 1 otkrivanju udaljenih metastaza. Uz to, rendgenom nije moguce odrediti ni

malignost ili benignost tumora (29). Znakovima malignosti ili benignosti smatraju se veli¢ina,
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rast, konture, raspad, satelitske lezije 1 kalcifikati. Prednost CT-a je moguénost pronalaska lezija
promjera manjeg od 1 cm i subpleuralno smjestenih lezija (23). CT niske doze zracenja

ucinkovit je u otkrivanju raka pluc¢a u ranom stadiju.

1.4.2. CitoloSka i imunocitokemijska dijagnostika tumora pluca

Citoloska dijagnostika tumora pluc¢a obuhvaca brojne invazivne i neinvazivne tehnike uzimanja
uzorka. Citoloski se uzorci dijele na eksfolijativne (sputum, aspirat bronha, ¢etkanje bronha,
ekscidirani otisak sluznice, bronhoalveolarni lavat) 1 aspiracijske (transtorakalna i
transbronhalna punkcija, pleuralni izljev). Iz spomenutih uzoraka mogu se izraditi stani¢ni

blokovi, izrazito pogodni za imunocitokemijska i molekularna testiranja.

Uzimanje sputuma (iskasljaja) najjeftinija je 1 najmanje invazivna tehnika, no njezina
osjetljivost varira u odnosu na kvalitetu procesa uzimanja uzorka. Osjetljivost je najveca kada
je uzorak pravilno uzet, u ponavljanju od 3 do 5 puta te induciran refleks kaslja udisanjem
aerosola fizioloske otopine (30). U pravilno uzetom uzorku sputuma nalazi se sluz i respiratorne
stanice, ponajprije alveolarni makrofazi, ploCaste stanice i1 stanice bronhalnog epitela.
Nedostatak analizi iskasljaja jest nemoguénost utvrdivanja lokalizacije 1 proSirenosti tumora. Iz

ovog je razloga neophodno koristenje bronhoskopskih metoda.

Aspirat bronha, ¢etkanje bronha, ekscidirani otisak sluznice 1 bronhoalveolarna lazava (BAL)
izvode se tijekom bronhoskopije fleksibilnim bronhoskopom pod lokalnom anestezijom.
Aspirat bronha postize se unoSenjem fizioloske otopine u bronhalne cijevi i neposrednim
aspiriranjem ispranog sadrzaja, dok se bris bronha dobiva tako da se unutarnja povrS§ina bronha
sastruze Cetkicom. Ekscidirani otisak sluznice predstavlja uzimanje male koli¢ine tvorbe i
njezino otiskivanje na stakalce. Bronhoalveolarna lavaza ne-rutinska je metoda ispiranja
suspektnog pluénog segmenta sterilnom fizioloSkom otopinom. Minimalna koli¢ina uzorka
iznosi 100 mL. U uzorku je prisutna dominacija alveolarnih makrofaga popracena limfocitima,
polimorfonuklearnim neutrofilima, eozinofilima i mastocitima (31). Transtorakalni (TTP) 1
transbronhalni (TBP) punktat spadaju pod tzv. tankoiglenu aspiraciju (engl. fine-needle
aspiration, FNA). TTP znacajna je za tumore koji su smjesteni periferno u pluénom krilu i tesko
dostupni bronhoskopom. Transtorakalna punkcija izvodi se iglom Sirine od 22 ili 25 G pod
kontrolom radioloskih imaging metoda, a transbronhalna punkcija tijekom bronhoskopije.
Nezeljena je posljedica TTP ulaz zraka u pleuru (pneumotoraks), no rizik od ove pojave vrlo je
nizak. Pleuralni izljev podrazumijeva curenje tekuéine u pleuralnu Supljinu i1 potencijalni je
znak malignih dogadanja. Za citolosku, biokemijsku i imunocitokemijsku analizu potrebno je

uzeti 200 — 300 mL uzorka. Pleuralni izljev moze biti eksudat ili transudat i obje vrste mogu
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biti pokazatelji malignosti. U uzorku pleuralnog izljeva vrlo je vazno razlikovati reaktivne
mezotelne stanice od malignih, kao i maligne stanice metastaziranog karcinoma plu¢a od

stanica primarnog malignog mezotelioma.

Svi se navedeni uzorci promatraju pod mikroskopom. Naj¢eSce se primjenjuju bojenja po May-
Griinwald Giemsi (MGG) i Papanicolau. Promatraju se svojstva stanica poput veli¢ine, oblika,
N/C omjera, hiperkromazije jezgre, strukture kromatina, medustani¢ne arhitekture, stope
mitoze, prisutnosti nekroze i pozadinske slike. Maligne stanice ne smiju se zamijeniti
reaktivnim, hiperplasticnim ili regenerativnim epitelnim stanicama, reaktivnim alveolarnim
stanicama, atipiénim metaplasticnim ploCastim stanicama 1 stanicama izmijenjenim

kemoterapijom 1 zracenjem.

Nakon osnovnog mikroskopskog pregleda uzoraka slijedi imunocitokemijska obrada.
Imunocitokemijskom reakcijom specifi¢nog protutijela i molekularnih biljega na stanicama
tumora mozZe se utvrditi porijeklo stanica, vrsta i stupanj diferencijacije, te je od osobite vaznosti
u sluc¢ajevima kada se prema morfoloSkim znacajkama ne moze do¢i do dijagnoze tocne
podvrste tumora. Imunocitokemijski panel za dijagnostiku primarnih i metastatskih tumora u
plu¢ima obuhvaca brojne biljege: TTF-1, p40, p63, CD56, citokeratin 5/6 (CK 5/6), napsin A,
kromogranin, sinaptofizin, CK7, CK20, receptor estrogena, receptor progesterona i dr. Osim
porijekla i vrste stanica, imunocitokemijom se moze odrediti i prognoza i odgovor na terapiju.
Kljuéni koraci u imunocitokemijskom bojenju su inaktivacija peroksidaze i alkalne fosfataze,
neutralizacija visoko nabijenih Cestica koje bi mogle interferirati s protutijelom, vezanje

primarnog i sekundarnog protutijela 1 dodatak kromogena koji omogucuje vizualizaciju.

1.4.3. Molekularna dijagnostika tumora pluca

Molekularna dijagnostika otvorila je vrata suvremenim nacinima lijeCenja — KkoriStenje
pametnih lijekova 1 personalizirana terapija. Otkrivanje mutacija odredenih gena omogucuje
primjenu lijekova koji ciljaju takve defekte 1 tako znatno poboljSavaju prognozu pacijenta.
Najcesce su koriStene metode lanCana reakcija polimeraze (PCR) i fluorescentna in situ
hibridizacija (FISH). Primjeri ciljane terapije su inhibitori tirozin-kinaze za pacijente s
mutacijama u EGFR genu, kao i za one s mutacijama u ALK genu, PD-L1 inhibitori, ROSI
inhibitori 1 BRAF inhibitori (32). ALK mutacija, ROS1 mutacija i PD-L1 izrazaj rutinski se
testiraju imunohistokemijskom metodom zbog jednostavnosti i pristupacne cijene. Ekspresija
PD-L1 testira se u svim sluc¢ajevima ne-sitnostani¢nog karcinoma i tumaci se prema sljede¢im
kriterijima: rezultat od 0 % predstavlja negativnu ekspresiju, < 1 % nisku, 1 — 49 % umjerenu i

> 50 % visoku ekspresiju. SCLC ne testira se na EGFR mutacije.
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2. CILJEVI

Ciljevi ovog istrazivanja bili su:

1. Kklasificirati citoloSke uzorke tumorskih tvorbi u pluéima u podtipove, prema
imunocitokemijskoj ocjeni i odrediti njihovu ucestalost

2. odrediti dijagnosti¢ku vrijednost pojedinih imunocitokemijskih protutijela u
dijagnostici podtipova tumorskih tvorbi u plu¢ima u odnosu na konacni patohistoloski

nalaz ili nalaz molekularne pretrage.
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3. ISPITANICI I METODE
3.1. Ustroj studije

Istrazivanje je dizajnirano kao presjecna studija s povijesnim podacima.

3.2. Ispitanici

Ovim istrazivanjem obuhvadeni su ispitanici u kojih je u Klinickom zavodu za citologiju i
Klinickom zavodu za patologiju Klini¢kog bolni¢kog centra Osijek u razdoblju od 1.1.2019. do
31.12.2023. izvrsen patohistoloski pregled pluca ili molekularna dijagnostika 1 utvrden maligni
tumor pluca, a kojima je prethodno ucinjen citoloski pregled istih tvorbi. Kriterij za iskljucenje
su pacijenti u kojih je patohistoloski nalaz maligan, ali nije prethodno ucinjena citoloska
analiza. Za analizu navedenih podataka koriStena je evidencija citoloSkih 1 patohistoloskih
nalaza Klinickog zavoda za citologiju i Klinickog zavoda za patologiju. Podaci o ispitanicima

Sifrirani su te njihovi anamnesticki podaci nisu bili dostupni tijekom istraZivanja.

3.3. Metode

Fleksibilnim fiberoptickim bronhoskopom i malom cetkicom prikupljene su stanice mukoze
segmentalnih bronha. Aspirat bronha i bronhoalveolarni lavat prikupljeni su aspiracijom
sadrzaja bronha u inicijalni uzorak te reaspiracijom nakon dodatka fizioloSke otopine i ispiranja
u nekoliko ponavljanja. Transtorakalna punkcija lezija u blizini pluénog zida izvedena je iglom
sirine 0,6 mm 1 duzine 10 cm. Dublje lezije uzorkovane su fleksibilnom iglom od 14 — 20 cm i
istog promjera, umetnutom u deblju iglu koja sluzi kao vodilja i pod lokalnom anestezijom
pluénog zida i pleure. Kada je igla umetnuta u tvorbu, aspiracija se izvodi ponavljanim
pokretima igle u smjeru naprijed-nazad. Punktati, otisci 1 uzorci ¢etkanja direktno se nanose na
stakalce. Centrifugiranje mukoznih uzoraka izazovno je zbog njihove viskoznosti, stoga se

uzorci aspirata bronha na stakalca nanose posebnim tehnikama.

Uzorci su obojani po MGG. May-Griinwald stock otopina sastoji se od eozin-metilenskog
modrila otopljenog u apsolutnom metanolu. Giemsa bojilo sadrzi azur II-eozin i azur II
otopljene u glicerinu 1 apsolutnom metanolu. Radna otopina Giemse razrijedena je u destiliranoj

vodi. MGG bojenje izvedeno je u sljede¢im koracima:

dodatak May-Griinwald otopine, trajanje 5 min
ispiranje vodom, trajanje 1 min
dodatak Giemsa otopine, trajanje 15 min

ispiranje vodom, trajanje 1 — 2 min

A o

susenje na zraku (33).

10



3. Ispitanici i metode

Nakon standardnog Giemsa bojenja tkivnih uzoraka tumorskih tvorbi iz plu¢a na izravnim
razmazima 1 sedimentima, odabrana su prikladna stakalca za imunocitokemiju. Sva
imunocitokemijska bojenja izvedena su koriStenjem neobojanih uzoraka osuSenih na zraku u
automatiziranom uredaju Benchmark proizvodaca Ventana (Roche). Primijenjene su jedna do
tri razlicite boje protutijela po uzorku tkiva. KoriSteni su obrasci automatskog imunoloSkog
bojenja TTF-1, p40, CD56 i CK 5/6. Analizirani uzorci plu¢nih tumorskih tvorbi mikroskopski
su ocijenjeni, te subtipizirani u podtipove, za one tvorbe koje su u zakljucku citoloskog nalaza

oznacene kao maligne (NSCLC, SCLC, NSCLC-NOS, LCNET) ili suspektne.

3.4. Statisticke metode

Kategoricki podaci predstavljeni su apsolutnim 1 relativnim frekvencijama. Razlike u
kategoriCkim varijablama testirane su Fisherovim egzaktnim testom. Normalnost raspodjele
numerickih varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom. Kontinuirani podaci opisani su
medijanom i1 granicama interkvartilnog raspona. Sve su P vrijednosti dvostrane. Razina
znacajnosti postavljena je na alpha = 0,05. Za analizu podataka rabljen je statisticki program
MedCalc® Statistical Software version 22.023 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium,;
https://www.medcalc.org; 2024).
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4. REZULTATI
Istrazivanje je provedeno na 313 ispitanika od kojih je 231 (73,8 %) muskaraca 1 82 (26,2 %)
zene. Medijan dobi ispitanika iznosi 66 godina u rasponu od 41 do 87 godina (Tablica 1).

Tablica 1. Osnovna obiljezja ispitanika

Spol [n (%)] Broj ispitanika [n (%)]
Muskarci 231 (73,8)

Zene 82 (26,2)

Dob [medijan (interkvartilni raspon)] 66 (61 —72)

Ucinjeno je ukupno sedam citoloskih pretraga: aspirat bronha, bris bronha ¢etkicom, otisak
ekscidirane sluznice, bronhoalveolarni lavat (BAL), transtorakalni punktat (TTP),
transbronhalni punktat (TBP) 1 aspirat pleuralnog izljeva. Najve¢i broj ispitanika uzorkovan je
za bris bronha ¢etkicom 213 (68,1%), zatim otisak ekscidirane sluznice 157 (50,2%) ispitanika,

potom TTP, dok su ostale pretrage radene kod manjeg broja ispitanika (Tablica 2).

Tablica 2. Raspodjela ispitanika prema ucinjenoj pretrazi

Vrsta uzorka Broj ispitanika [n (%)]
Aspirat bronha 83 (26,5)

Bris bronha cetkicom 213 (68,1)
Otisak ekscidirane sluznice 157 (50,2)

BAL 1(0,3)

TTP 102 (32,6)

TBP 14 (4,5)
Pleuralni izljev 8(2,6)

Citoloske dijagnoze su: SCLC, NSCLC-AC (adenokarcinom), NSCLC-PCC (planocelularni
karcinom), adenoskvamozni karcinom, NSCLC-NOS, LCNET, metastatski karcinom, slabo
diferencirani karcinom i nalaz suspektan na karcinom. Jednom pacijentu pripada samo jedna
dijagnoza. Najucestalije su dijagnoze NSCLC-AC, dijagnosticiran u 116 (37,1 %) ispitanika 1
NSCLC-PCC u 71 (22,7 %) ispitanika (Tablica 3).
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Tablica 3. Raspodjela ispitanika prema citoloskoj dijagnozi

Citoloska dijagnoza Broj ispitanika [n (%)]
SCLC 47 (15,0)
NSCLC-AC 116 (37,1)
NSCLC-PCC 71 (22,7)
Adenoskvamozni karcinom 1(0,3)
NSCLC-NOS 42 (13,4)
LCNET 1(0,3)

Slabo diferencirani karcinom 15 (4,8)
Metastatski karcinom 10 (3,2)
Suspektno na karcinom 10 (3,2)

Patohistoloske dijagnoze su: SCLC, NSCLC-AC, NSCLC-PCC, NSCLC-NOS, LCNET, slabo
diferencirani karcinom, metastatski karcinom, suspektno na karcinom i1 EGFR-pozitivni
(EGFR+) karcinomi, koji se odnose na malignitete pozitivne na EGFR mutaciju, ali nije
dokazan malignitet citoloSkom dijagnostikom. Nalazi pozitivni na EGFR mutaciju, koji su bez
citoloske potvrde, obuhvaceni su istrazivanjem zbog molekularne potvrde koja upuéuje na
adenokarcinom. Prema patohistoloSkoj dijagnozi, 121 (38,7 %) ispitanik je NSCLC-AC, 94 (30
%) je NSCLC-PCC, dok su ostale dijagnoze zastupljne kod manjeg broja ispitanika (Tablica 4).

Tablica 4. Raspodjela pacijenata prema patohistoloskoj dijagnozi

Patohistoloska dijagnoza Broj ispitanika [n (%)]
SCLC 51(16,3)
NSCLC-AC 121 (38,7)
NSCLC-PCC 94 (30,0)
NSCLC-NOS 10 (3,2)
LCNET 7(2,2)

Slabo diferencirani karcinom 8(2,6)
Metastatski karcinom 16 (5,1)
Suspektno na karcinom 1(0,3)
EGFR+ 5(1,6)

Najranije dijagnosticiran karcinom je NSCLC-NOS (63,5), a najkasnije dijagnosticiran
NSCLC-PCC (69,5) (Tablica 5).
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Tablica 5. Cetiri najées¢a karcinoma pluéa prema spolu i dobi

. Dob (medijan)
Vrsta karcinoma _
Muskarci Zene Ukupno
SCLC 67 65 66
NSCLC-AC 66 65 65,5
NSCLC-PCC 68 71 69,5
NSCLC-NOS 65 62 63,5

Izmedu broja muSkaraca i Zena kojima je dijagnosticiran adenokarcinom nema znacajne razlike

(Tablica 6).

Tablica 6. Incidencija adenokarcinoma prema spolu

Broj ispitanika [n (%)] pP*
Adenokarcinom Muskarci Zene 0.05
78 (34) 38 (46) ’

*Fisherov egzaktni test

Imunocitokemijsko bojenje na TTF-1 ucinjeno je na 297 uzoraka. S obzirom na raspodjelu
citoloSkih dijagnoza u odnosu na rezultate TTF-1, pozitivan TTF-1 imaju znacajnije viSe oni
ispitanici koji po citoloskoj dijagnozi imaju NSCLC-AC i SCLC. Negativan TTF-1 znacajnije
vise imaju ispitanici s NSCLC-PCC i NSCLC-NOS (Fisherov egzaktni test, P < 0,001) (Tablica
7).

P40 bojenje ucinjeno je na ukupno 268 uzoraka. Pozitivan p40 imaju znacajnije viSe oni
ispitanici koji po citoloSkoj dijagnozi imaju NSCLC-PCC. Negativan p40 znacajnije viSe imaju

ispitanici s NSCLC-AC i NSCLC-NOS (Fisherov egzaktni test, P < 0,001) (Tablica 8).
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Tablica 7. Raspodjela citoloskih dijagnoza u odnosu na rezultate TTF-1 imunocitokemijskog

bojenja

Broj ispitanika prema TTF-1 [n (%)]

Pozitivan

Nekonkluzivan

. ¥ . Negativan
Citologka d g P
HOTONE CUREROE TR TTE-1 rezultat Uli“g;;’
(n=126)  (n=158) (n=13) (n=297)
SCLC 1(0,8) 34 (21,5) 0 35 (11,8)
NSCLC-AC 4(3,2) 111 (70,3) 1(7,7) 116 (39,1)
NSCLC-PCC 60 (47,6) 5(3.2) 3(23,1) 68 (22,9)
Adenoskvamozni
karcinom 0 1(0,6) 0 1(0,3)
NSCLC-NOS 36 (28,6) 4(2,5) 2 (15,4) 42 (14,1
LCNET 1(0,8) 0 0 1(03) <0,001
Slabo diferencirani
b 10 (7,9) 1 (0,6) 4(30,8) 15 (5,1)
Metastatski
karcinom 9(7.1) 0 0 9(3,0)
Suspekino na 5 (4,0) 2(1,3) 3(23,1) 10 (3,4)

karcinom

*Fisherov egzaktni test

Tablica 8. Raspodjela citoloskih dijagnoza u odnosu na rezultate p40 imunocitokemijskog

bojenja

Broj ispitanika prema p40 [n (%)]

Pozitivan

Nekonkluzivan

1% e Negativan
Citoloska dijagnoza g P*
Jagnoz p40 p40 rezultat Uliuggg
(n=184) (n=69) (n=15) (n =268)
SCLC 24 (13) 0 0 24 (9,0)
NSCLC-AC 98 (53,3) 0 5(33.3) 103 (38,4)
NSCLC-PCC 6(3,3) 61 (88,4) 3 (20,0) 70 (26,1)
Adenoskvamozni
karcinom 0 H1.4) 0 104
NSCLC-NOS 36 (19,6) 1(1,4) 2 (13,3) 39 (14,6)
LCNET 1(0,5) 0 0 1(0,4) <0001
Slabo diferencirani
Paroiom 9 (4,9) 1(1,4) 4(26,7) 14.(5,2)
Metastatski
karcinom 7G.8) 0 0 72.6)
Suspektno na
3(1,6) 5(7,2) 1(6,7) 9(3.4)

karcinom

*Fisherov egzaktni test
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Ukupno je 88 uzoraka testirano na CDS56. S obzirom na citolosku dijagnozu u odnosu na
rezultate CD56 imunocitokemijskog bojenja, pozitivan CD56 imaju znacajnije viSe oni
ispitanici kojima je dijagnosticiran SCLC. Negativan CD56 znacajnije viSe imaju ispitanici s
NSCLC-AC i NSCLC-NOS (Fisherov egzaktni test, P < 0,001) (Tablica 9).

Tablica 9. Raspodjela citoloskih dijagnoza u odnosu na rezultate CD56 imunocitokemijskog
bojenja

Broj ispitanika prema CD56 [n (%)]

. . . Negativan Pozitivan Nekonkluzivan

Citoloska dijagnoza g P*

128 CD56 CD56 rezultat ka‘g’
Mm=33)  (n=52) (n=3) (n=388)

SCLC 1(3,0) 46 (88,5) 0 47 (53,4)

NSCLC-AC 12 (36,4) 2 (3,8) 1(33,3) 15 (17,0)

NSCLC-PCC 6 (18,2) 1(1,9) 0 7 (8,0)

Adeposkvamozm 0 0 0 0

karcinom

NSCLC-NOS 8(24,2) 0 1(33,3) 9(10,2)

LCNET 0 1(1,9) 0 11,1 <0001

Slabo diferencirani

Karcinom 3(9,1) 2 (3,8) 1(33,3) 6 (6,8)

Metastatski

karcinom 13,0 0 0 HLD

Suspektno na 2 (6.1) 0 0 2(2.3)

karcinom
*Fisherov egzaktni test

Na 97 uzoraka je ucinjeno bojenje na CK 5/6. Pozitivan CK 5/6 imaju znacajnije viSe oni
ispitanici koji su citoloski dijagnosticirani kao NSCLC-PCC. Negativan CK 5/6 znacajnije vise
imaju ispitanici s NSCLC-AC (Fisherov egzaktni test, P < 0,001) (Tablica 10).
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Tablica 10. Raspodjela citoloskih dijagnoza u odnosu na rezultate CK 5/6

imunocitokemijskog bojenja

4. Rezultati

Broj ispitanika prema CK 5/6 [n (%)]

Negativan

Pozitivan

Nekonkluzivan

Citoloska dijagnoza pP*

1RO ek 516 CK 5/6 rezultat o

(n = 46) (n = 47) (n=4) (n=97)

SCLC 6 (13,0) 0 0 6(6,2)
NSCLC-AC 20 (43, 5) 1(2,1) 0 21 (21,6)
NSCLC-PCC 1(2,2) 35 (74,5) 1 (25,0) 37 (38,1)
Adeposkvamozm 0 0 0 0
karcinom
NSCLC-NOS 11 (23.9) 7 (14,9) 2 (50,0) 20 (20,6)
LCNET 1(2,2) 0 0 1(1,00 <0001
Slabo diferencirani
baroinor 2 (4.,3) 2 (4,3) 1 (25,0) 5(5,2)
Metastatski
Farctr o 2 (4.,3) 0 0 2(2,1)
Suspektno na 3(6.5) 2(4.3) 0 5(5.2)

karcinom

*Fisherov egzaktni test

Prema patohistoloSkoj dijagnozi, pozitivan TTF-1 imaju znaCajnije viSe oni ispitanici koji imaju

NSCLC-AC 1 SCLC. Negativan TTF-1 znacajnije viSe imaju ispitanici s NSCLC-PCC.

Pozitivan p40 imaju znacajnije viSe oni ispitanici koji imaju NSCLC-PCC. Negativan p40

znacajnije vise imaju ispitanici s NSCLC-AC 1 SCLC. Ispitanici sa SCLC znacajno su ¢esce

pozitivni na CD56, a oni s NSCLC-PCC su znacajno ceS¢e negativni. Znacajno su cesce
pozitivni na CK 5/6 ispitanici koji imaju NSCLC-PCC, a negativni oni s NSCLC-AC 1 SCLC
(Fisherov egzaktni test, P < 0,001) (Tablica 11, 12, 13, 14).
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Tablica 11. Raspodjela patohistoloskih dijagnoza u odnosu na rezultate TTF-1
imunocitokemijskog bojenja

Patohistoloska

Broj ispitanika prema TTF-1 [n (%)]

Pozitivan

Nekonkluzivan

a Negativan px

dijagnoza TTF-1 TTF-1 rezultat Uli“g;;’
(n=126)  (n=158) (n=13) (n=297)

SCLC 2 (1,6) 36 (22,8) 1(7,7) 39 (13,1)

NSCLC-AC 19 (15,1) 99 (62,7) 3(23,1) 121 (40,7)

NSCLC-PCC 74 (58,7) 9(5,7) 8(61,5) 91 (30,6)

NSCLC-NOS 8 (6,3) 2(1,3) 0 10 (3,4)

LCNET 3(2,4) 4(2,5) 0 72,4)

Slabo diferencirani <0,001

Karcinom 5(4,0) 2(1,3) 1(7,7) 8 (2,7)

Metastatski

Karcinom 15(11,9) 0 0 15(5,1)

Suspektno na

karcinom 0 1(0.6) 0 10.3)

EGFR+ karcinom 0 5@3.,2) 0 5(1,7)

*Fisherov egzaktni test

Tablica 12. Raspodjela patohistoloSkih dijagnoza u odnosu na rezultate p40
imunocitokemijskog bojenja

Broj ispitanika prema p40 [n (%)]

PﬂtOhiSt()lOﬁka Negativan ~ Pozitivan  Nekonkluzivan P

dijagnoza p40 p40 rezultat Ukupno
(n=184)  (n=69) (n=15) (n =268)

SCLC 26 (14,1) 0 1 (6,7) 27 (10,1)

NSCLC-AC 101 (54,9) 2(2,9) 5(33.3) 108 (40,3)

NSCLC-PCC 20(10,9) 65 (94,2) 6 (40,0) 91 (34,0)

NSCLC-NOS 9(4,9) 1(1,4) 0 10 (3,7)

LCNET 6 (3,3) 0 0 6(2,2)

. L < 1

olabo diferenciran: 7(3.8) 0 1(6,7) sao) 0

Metastatski karcinom 12 (6,5) 0 0 12 (4,5)

Suspektno na 0 0 1(6,7) 1(0,4)

EGFR+ karcinom 3(1,6) 1(1,4) 1(6,7) 5(1,9)

*Fisherov egzaktni test
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Tablica 13. Raspodjela patohistoloskih dijagnoza u odnosu na rezultate CD56
imunocitokemijskog bojenja

Patohistoloska

Broj ispitanika prema CD56 [n (%)]

Pozitivan

Nekonkluzivan

a Negativan P
dijagnoza CD56 CD56 rezultat kapgr;o
Mm=33)  (n=52) (n=3) (n=88)
SCLC 39,1 46 (88,5) 1(33,3) 50 (56,8)
NSCLC-AC 14 (42,4) 2 (3,8) 0 16 (18,2)
NSCLC-PCC 9(27,3) 1(1,9) 1(33,3) 11 (12,5)
NSCLC-NOS 1(3,0) 0 0 1(1,1)
LCNET 1(3,0) 3(5,8) 1(33,3) 5(.,7)
lElab.o diferencirani 4(12,1) 0 0 4 (4.6) <0,001
arcinom
Metastatski
karcinom 13,0) 0 0 1(L,1)
Suspektno na 0 0 0 0
karcinom
EGFR+ karcinom 0 0 0 0

*Fisherov egzaktni test

Tablica 14. Raspodjela patohistoloskih dijagnoza u odnosu na rezultate CK 5/6
imunocitokemijskog bojenja

Broj ispitanika prema CK 5/6 [n (%)]

PﬂtOhiSt()lOﬁka Negativan Pozitivan Nekonkluzivan Ukuon P
dijagnoza CK 5/6 CK 5/6 rezultat 31;70

(n = 46) (n=47) (n=4) (n=97)
SCLC 7 (15,2) 0 1 (25,0) 8(8,2)
NSCLC-AC 21 (45,7) 2 (4,3) 0 23 (23,7)
NSCLC-PCC 2 (4,3) 43 (91,5) 3 (75,0) 48 (49,5)
NSCLC-NOS 6 (13,0) 1(2,1) 0 7(7,2)
LCNET 4 (8,7) 0 4(4,1)
Slabo diferencirani <0,001
Karcinom 1(2,2) 1(2,1) 0 2(2,1)
Metastatski
karcinom 5 (10,9) 0 0 5(5,2)
Suspektno na 0 0 0 0
karcinom
EGFR+ karcinom 0 0 0 0

*Fisherov egzaktni test
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Na EGFR mutaciju testirano je ukupno 152 ispitanika, od kojih je mutacija otkrivena u njih 18.
Prema citoloSkoj dijagnozi, kod znacajno vise ispitanika s NSCLC-AC odsutna je EGFR
mutacija, no od svih pozitivnih mutacija gotovo sve pripadaju upravo adenokarcinomu. Niti
jedna EGFR mutacija nije pronadena u pacijenata s NSCLC-PCC. Negativan EGFR takoder
znacajnije vise imaju ispitanici s NSCLC-NOS. Prema patohistoloSkoj dijagnozi, znacajno vise
ispitanika s NSCLC-AC ima pozitivan rezultat na EGFR u odnosu na ostale ispitanike, ali je
jos$ uvijek veci broj ispitanika s NSCLC-AC koji nemaju mutaciju. Karcinoma s pozitivnom
EGFR mutacijom, a bez citoloske dijagnoze bilo je 5 (Fisherov egzaktni test, P=0,04) (Tablica
15, 16).

Tablica 15. Raspodjela citoloskih dijagnoza prema rezultatima molekularnog testiranja na
EGFR mutaciju

Broj ispitanika prema EGFR [n (%)]

Citoloska dijagnoza Negativan EGFR  Pozitivan EGFR Ukupno p*
(n=134) (n=18) (n=152)
SCLC 0 0 0
NSCLC-AC 90 (67,2) 16 (88,9) 106 (69,7)
NSCLC-PCC 9(6,7) 0 9(5,9)
Adenoskvamozni karcinom 0 1(5,6) 1(0,7)
NSCLC-NOS 23 (17,2) 0 23 (15,1) 0,04
LCNET 0 0 0
Slabo diferencirani karcinom 8 (6,0) 0 8(5,3)
Metastatski karcinom 1(0,8) 0 1(0,7)
Suspektno na karcinom 3(2,2) 1(5,6) 4(2,6)

*Fisherov egzaktni test
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Tablica 16. Raspodjela patohistoloskih dijagnoza prema rezultatima molekularnog testiranja

na EGFR mutaciju

Broj ispitanika prema EGFR [n (%)]

Patohistoloska dijagnoza N%%l;i\éan Pozitivan EGFR Ukupno pP*
(n = 134) (n=18) (n=152)

SCLC 1 (0,7) 0 1 (0,7)

NSCLC-AC 102 (76,1) 11 (61,1) 113 (74,3)

NSCLC-PCC 14 (10,4) 0 14 (9,2)

NSCLC-NOS 8 (6,0) 1(5,6) 9(5,9)

LCNET 3(2,2) 0 3(2,0) <0,001

E:l?lc)i(; E)llllf;erenmram 4(3.0) 0 4(2.6)

Metastatski karcinom 2(1,5) 0 2(1,3)

Suspektno na karcinom 0 1(5,6) 1 (0,7)

EGFR+ karcinom 0 5(27,8) 5(3.3)

*Fisherov egzaktni test

Od 152 testirana ispitanika na EGFR mutaciju bilo je 105 (69 %) muSkaraca i 47 (31 %) Zena.

Pozitivnih mutacija zna¢ajno je vise u Zena nego u muskaraca (Fisherov egzaktni test, P = 0,03)

(Tablica 17).

Tablica 17. Raspodjela rezultata molekularnog testiranja na EGFR mutaciju prema spolu

Broj ispitanika [n (%)]

Muskarci Zene Ukupno P*
(n=105) (n=47) (n=152)
Mutirani EGFR 10 (21,3) 18 (11,8)
Ne-mutirani 0,03
EGER 97 (92,4) 37 (78,7) 134 (88,2)

*Fisherov egzaktni test
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5. RASPRAVA

U ovom istrazivanju prikazali smo citoloSke, patohistoloSke 1 molekularne znacajke tumorskih
tvorbi u pluc¢ima, te odredili dijagnosticku to¢nost imunocitokemijskih pretraga u dijagnostici
tumora pluca. Cilj je bio Kklasificirati citoloske uzorke tumorskih tvorbi u plué¢ima
okarakteriziranih kao karcinom malih i nemalih stanica u podtipove, prema imunocitokemijskoj
ocjeni, odrediti njihovu ucestalost, te odrediti dijagnosticku vrijednost pojedinih
imunocitokemijskih protutijela u dijagnostici podtipova tumorskih tvorbi u plu¢ima u odnosu
na konacni patohistoloski nalaz ili nalaz molekularne pretrage. Prikupljeni su podatci o vrstama
pretraga/uzoraka koje su ucinjene na ispitanicima, zabiljeZene citoloSke 1 patohistoloske
dijagnoze te rezultati testiranja imunocitokemijskih markera: TTF-1, p40, CD56 1 CK 5/6. Za
prikupljanje podataka koriStena je evidencija citoloskih i patohistoloSkih nalaza klini¢kih

zavoda za citologiju i patologiju KBC-a Osijek za period od 1.1.2019. do 31.12.2023.

U istrazivanje je ukljuceno 313 ispitanika (74 % muskaraca 1 26 % Zena). NajceSce pretrage
koje se izvode na Klinickom zavodu za citologiju KBC-a Osijek su bris bronha ¢etkicom, otisak

ekscidirane sluznice, transtorakalni punktat i aspirat bronha.

U provedenom istrazivanju najcesc¢a citoloSka i patohistoloska dijagnoza bila je adenokarcinom
(38 %), slijedi karcinom plocastih stanica (26 %) te sitnostani¢ni karcinom (16 %), $to je u
skladu s istrazivanjem Schabath i suradnika (34). Nesto su rjede zastupljeni slabo diferencirani
karcinomi i metastatski karcinomi. U naSem istrazivanju primarni tumori pluca su ¢es¢i od
sekundarnih, suprotno navodima Damjanova 1 sur., koji navode ¢eS¢u pojavnost sekundarnih
tumora pluc¢a (6). Ovo mozemo objasniti ¢injenicom da se za ve¢ dokazane tumore poznatih

primarnih sijela rjede izvode tkivne dijagnosticke pretrage radi dokazivanja tipa tumora.

Prosjecna dob dijagnoze raka pluca je oko 70 godina. Prema naSim rezultatima ta je brojka nesto
manja (66 godina) (3). U ranijoj zivotnoj dobi ceS¢e se dijagnosticira NSCLC-NOS, a
planocelularni karcinom je ¢es$¢i u starijoj Zivotnoj dobi. Prema istrazivanju Ragavan i sur.,
karcinom plu¢a pogada Zene u ranijoj dobi nego muskarce (35). NaSe istrazivanje pokazalo je

isto, osim za planocelularni karcinom, koji je dijagnosticiran nesto kasnije u Zena.

Karcinom pluca ¢eS¢e zahvaca muskarce nego zene, s iznimkom adenokarcinoma. Glavni je
razlog tomu veca prevalencija muSkaraca pusaca nego Zena, a ostali znac¢ajni uzroci su veca
izlozenost muskaraca rizicnim ¢imbenicima iz okoline i na radnom mjestu te razlike u
imunosnom odgovoru na karcinom i odgovoru na terapiju (36). U odredenim slucajevima zene

mogu biti pojacano izlozene rizi€nim ¢imbenicima za razvoj raka pluca, primjerice Zene koje
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zive s muSkarcima pusac¢ima i podlijeZu pasivhom pusenju te Zene koje za kuhanje koriste
ugljen, kao §to je slucaj u Aziji (35). Takoder, zene koje puse imaju pojaani metabolizam
policikli¢kih aromatskih ugljikovodika iz cigaretnog dima u odnosu na muskarace (36). S
obzirom da anamnestic¢ki podaci nisu bili dostupni tijekom istrazivanja, nije se mogao utvrditi
pusacki status ispitanika. Americko istrazivanje Henschkea 1 sur. iz 2006. godine ustanovilo je
viSe zena dijagnosticiranih s karcinomom plu¢a unato¢ vecem broju muskaraca koji su

sudjelovali u istrazivanju (37).

Mnoge su studije pokazale da adenokarcinom najce$¢e pogada zene (34, 37, 38). Takvi su i
rezultati naSeg istrazivanja, gdje je 46 % Zena 1 34 % musSkaraca dijagnosticirano s
adenokarcinomom, no razlika izmedu njih nije znacajna. Objasnjenje ove pojave mogla bi biti
¢injenica da su zene podloznije mutacijama EGFR 1 KRAS gena, koje su uglavnom povezane s
nastankom adenokarcinoma pluéa (35). Ragavan i Patel navode da polimorfizmi u genima
povezanih sa sintezom estrogena mogu imati veze s pove¢anom ekspresijom EGFR (35). Prema
nas$im rezultatima, medijan dobi Zena kojima je dijagnosticiran adenokarcinom je 65, a medijan

dobi muskaraca 66, Sto ne predstavlja znacajnu razliku.

Prema raspodjeli citoloskih dijagnoza u odnosu na TTF-1 pozitivitet, 96 % ispitanika s
adenokarcinomom 1 97 % ispitanika sa sitnostani¢nim karcinomom bilo je pozitivno na TTF-1,
dok je po patohistoloskoj dijagnozi 82 % onih s adenokarcinomom 1 92 % sa sitnostani¢nim
karcinomom bilo pozitivno. Oc¢ekivano, najviSe negativnih rezultata bojenja imali su uzorci
planocelularnih karcinoma. Prema istrazivanju koje su proveli Stenhouse i suradnici, niti jedan
karcinom porijekla izvan pluca nije bio pozitivan na TTF-1, $to je pokazalo i naSe istrazivanje,
podrzavaju¢i tvrdnju da je TTF-1 koristan marker za razlu¢ivanje tumora plué¢nog i ne-pluénog
porijekla, s isklju¢enjem tumora Stitnjace i neuroendokrinih tumora, koji takoder eksprimiraju
ovaj protein. Takoder prema navedenom istrazivanju, 86 % adenokarcinoma bilo je pozitivno
varijabilnog intenziteta na TTF-1 (39). Katayama i suradnici zabiljeZili su sli¢ne rezultate, sa
65,5 % uzoraka adenokarcinoma pozitivnih na TTF-1 (40). Folpe 1 suradnici pronasli su iznad
90 %, a Wu 1 suradnici iznad 80 % pozitivno obojanih uzoraka sitnostani¢nog karcinoma, (41,
42). Pregledom literature ustanovili smo da se nasi rezultati TTF-1 testiranja nalaze u okviru
ocekivanih vrijednosti kojima se pokazuje da je TTF-1 u€inkovit imunocitokemijski marker u
dijagnostici adenokarcinoma plu¢a i SCLC jer su rezultati testiranja u skladu s konacnom

patohistoloSkom dijagnozom.

87 % ispitanika s citoloSkom dijagnozom planocelularnog karcinoma bilo je pozitivno na p40,

dok je s patohistoloskom dijagnozom istog bilo pozitivno 71 %. Preko 90 % adenokarcinoma
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(citoloski 1 patohistoloski dijagnosticiranih) bilo je negativno na p40. Niti jedan metastatski
karcinom nije bio pozitivan. P40 nije bio izraZzen u sitnostani¢énim karcinomima.
Adenoskvamozni karcinom izrazava i TTF-1 1 p40 pozitivitet, $to je u skladu s ¢injenicom da
takav karcinom ispoljava znacajke adenokarcinoma i planocelularnog karcinoma istovremeno.
Walia 1 suradnici zabiljezili su ZzariSni pozitivitet u svim uzorcima adenoskvamoznog
karcinoma. U istom je istrazivanju uocena 100 %-tni pozitivitet plocastog karcinoma na p40
(43). Bishop i suradnici takoder su zabiljezili 100 % pozitivnih obojenja (44). Ovakvi rezultati
p40 nedvojbeno cCine najboljim markerom plocaste diferencijacije u rutinskoj primjeni.
Usporedbom s objavljenom literaturom, nase istrazivanje utvrdilo je p40 kao kvalitetan marker

u dijagnostici planocelularnog karcinoma pluca.

TTF-1 1 p40 istaknuti su kao esencijalni markeri u vidu smanjenja broja NSCLC-NOS
dijagnoza. U istrazivanju Walie 1 sur., 123 sluc¢aja karcinoma pluca, koji su nakon morfoloske
analize svrstani pod NSCLC-NOS kategoriju, nakon imunohistokemijske obrade reducirani su
na 38 slucajeva, koji su bili negativni na oba markera i nisu se visSe mogli kategorizirati (43). U
naSem istrazivanju, preko 80 % karcinoma NOS tipa bilo je negativno na TTF-1 1 preko 90 %

negativno na p40. Ipak, broj dijagnoza ovog tipa karcinoma relativno je malen.

98 % ispitanika s citoloSkom dijagnozom sitnostanicnog karcinoma i 92 % s patohistoloskom
dijagnozom istog bilo je pozitivno na CD56. Od ukupno 5 slucajeva velikostani¢nog
neuroendokrinog tumora (patohistoloska dijagnoza), 3 su bila pozitivna. Velika je ve¢ina ostalih
karcinoma negativna na CD56. Takvi su rezultati ocekivani s obzirom da je CD56 marker
neuroendokrine diferencijacije. Kontogianni i suradnici zabiljezili su pozitivitet SCLC na CD56
od 100 %, dok su Hiroshima i suradnici zabiljezili 53 % pozitivnih velikostani¢nih
neuroendokrinih tumora i 96 % pozitivnih sitnostani¢nih karcinoma (45, 46). Kromogranin 1
neuroendokrinim markerom raka pluca, ali ne 1 najspecificnijim, s obzirom da je katkada
pozitivan i u adenokarcinomu, plocastom karcinomu i velikostanicnom karcinomu bez

neuroendokrine diferencijacije (47). Nasi rezultati podudaraju se s prethodnim istraZivanjima.

Prema citoloskoj dijagnozi, 95 % pacijenata s planocelularnim karcinomom bilo je pozitivno
na CK 5/6, a 95 % onih s adenokarcinomom bilo je negativno. Svi sitnostani¢ni karcinomi bili
su negativni. Karcinomi tipa NOS pokazali su varijabilne rezultate (55 % negativnih i 35 %
pozitivnih). Nijedan metastatski karcinom nije bio pozitivan na CK 5/6. Prema patohistoloskoj
dijagnozi, 90 % planocelularnih karcinoma bilo je pozitivno, dok je 91 % adenokarcinoma bilo

negativno na CK 5/6. Vecina karcinoma tipa NOS bila je negativna na CK 5/6. U istrazivanju
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Argona 1 suradnika, 98 % svih plocastih karcinoma pluca bilo je pozitivno na CK 5/6, dok niti
jedan adenokarcinom nije bio pozitivan (48). Nicholson i sur. zabiljezili su 100 %-tni pozitivitet
ploc¢astih karcinoma plu¢a na CK 5/6 te 100 %-tnu negativnost adenokarcinoma, a nakon
bojenja NSCLC-NOS karcinoma, 2 od 10 koja su odredena kao adenokarcinomi bilo je
pozitivno. CK 5/6 visoko je specifi¢an, no ima nesto niZu osjetljivost kada se radi o razlu¢ivanju
planocelularnog karcinoma i adenokarcinoma u slucajevima slabog ili ZariSno pozitivhog
obojenja (49). Prema navedenom, nasi rezultati pokazuju da je CK 5/6 dobar marker plocastog
epitela u dijagnostici tumora plu¢a i razlikovanju plocastog karcinoma plu¢a od drugih

podvrsta.

Ukupno je 152 ispitanika bilo testirano na EGFR mutaciju, a pozitivnih je bilo 12 %. Samo
jedan SCLC bio je testiran na prisutnost mutacije. Rutinski se EGFR testiranje ne provodi na
sitnostani¢nim karcinomima. Jedan adenoskvamozni karcinom i jedan suspektni nalaz bili su
pozitivni na EGFR. Zbog snazne povezanosti EGFR mutacije i pojave adenokarcinoma, u
istrazivanje je ukljuceno 1 pet ispitanika koji nisu imali potvrdu patohistoloSke dijagnoze, ali je
citoloSki pronadena malignost 1 pozitivitet na molekularnom testiranju na EGFR. Svih pet
nalaza citoloski je svrstano pod adenokarcinome. Sve ostale vrste karcinoma bile su negativne
na molekularnom testiranju. Od ukupno 18 pozitivnih na EGFR mutacije bilo je 10 (56 %) Zena.
Uocljive su razlike u rezultatima izmedu raznih istrazivnja na ovu temu. Li 1 sur. uocili su
prisutnost EGFR mutacije u 48 % testiranih uzoraka adenokarcinoma. 76 % svih utvrdenih
mutacija nadeno je kod Zena, ali i ve¢ina nalaza adenokarcinoma s odsutnom mutacijom (50).
Boch i sur. utvrdili su manje od 5 % EGFR mutacija na 552 ispitanika, no poput drugih izvora,
zabiljeZili su vecu prisutnost mutacije u Zena i osoba s adenokarcinomom. Navode da razlike u
rezultatima mogu biti objaSnjene potencijalnim selekcijskim bijasom 1 geografskim
varijacijama (51). NaSi rezultati sukladni su s literaturom 1 utemeljuju ¢injenicu da je EGFR

mutacija uglavnom povezana s nastankom adenokarcinoma i ¢e$ce je prisutna u zena.

Svi koriSteni markeri pokazali su zadovoljavaju¢u povezanost s njihovom odgovaraju¢om
dijagnozom te su se pokazali kvalitetnim markerima za subtipizaciju tumora pluca, §to je u

skladu s dosad objavljenim istrazivanjima.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata istrazivanja moze se zakljuciti sljedece:

1.

Prema citoloskoj dijagnozi, najcesée je dijagnosticiran adenokarcinom, zatim karcinom
ploCastog epitela, potom sitnostani¢ni karcinom. NeSto su rjede zastupljeni slabo
diferencirani karcinomi i metastatski karcinomi.

Prema patohistoloSkom nalazu, najceS¢e je dijagnosticiran adenokarcinom, zatim
karcinom plocastog epitela, potom sitnostani¢ni karcinom 1 metastatski karcinomi.
Nesto su rjede dijagnosticirani slabo diferencirani karcinomi.

Najranije u zivotnom razdoblju je dijagnosticiran karcinom NSCLC-NOS i NSCLC-
AC, a najkasnije je dijagnosticiran NSCLC-PCC.

Znacajna je raspodjela bolesnika izmedu nalaza imunocitokemijskih protutijela (TTF-
1, p40, CD56, CK 5/6) i patohistoloSkog nalaza.

Nema znacajne razlike u raspodjeli ispitanika s adenokarcinomom u odnosu na spol.
Prema patohistoloSkoj dijagnozi, znacajno viSe ispitanika s adenokarcinomom ima
pozitivan rezultat na EGFR mutaciju u odnosu na ispitanike s ostalim vrstama tumora
pluca.

EGFR mutacija uglavnom je povezana s nastankom adenokarcinoma i znacajno je ¢esce

prisutna u Zena.
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7. SAZETAK
Cilj istrazivanja: istraziti ucestalost pojedinih vrsta tumora pluc¢a 1 odrediti dijagnosticku
vrijednost imunocitokemijskih protutijela na TTF-1, p40, CD56 1 CK 5/6 u dijagnostici tumora

pluca.

Nacrt studije: presjecna studija s povijesnim podatcima u kojoj su obradeni ispitanici unutar

posljednjih pet godina.

Ispitanici i metode: Ispitanici ukljuceni u istrazivanje bili su svi koji su u periodu od 1.1.2019.
do 31.12.2023. na Klini¢kom zavodu za citologiju i1 Klini¢kom zavodu za patologiju KBC-a
Osijek imali pozitivan patohistoloS$ki nalaz na malignitet u plu¢ima ili pozitivan nalaz

molekularnog testiranja. Dobiveni rezultati statisti¢ki su obradeni i prikazani tabli¢no.

Rezultati: U istrazivanje je ukljuCeno 313 ispitanika. NaceS¢e dijagnoze bile su
adenokarcinom, planocelularni karcinom i sitnostani¢ni karcinom. Karcinom pluca ¢es¢i je u
muskaraca, s iznimkom adenokarcinoma, od kojeg je oboljelo 46 % zena i 34 % musSkaraca.
Adenokarcinom pokazao je pozitivitet na TTF-1 iznad 80 %, planocelularni karcinom na p40
iznad 70 % 1 CK 5/6 iznad 90 %, te sitnostani¢ni karcinom na TTF-1 1 CD56 iznad 90 %. 12 %
testiranih ispitanika bilo je pozitivnho na EGFR mutaciju, od kojih veéina ima adenokarcinom i

vecina su bile Zene.

Zakljuéci: Najcesce dijagnosticirani tumori pluca su adenokarcinom, karcinom plocastih
stanica 1 sitnostani¢ni karcinom. Raspodjela bolesnika prema nalazu imunocitokemijskih
protutijela 1 patohistoloSkih nalaza znacajno se razlikuje. EGFR mutacija uglavnom je povezana

s nastankom adenokarcinoma i ¢eS¢e je prisutna u Zena.

Kljuéne rijeci: citologija; imunocitokemija; karcinom pluca; ne-sitnostani¢ni karcinom pluca;

sitnostani¢ni karcinom pluca

27



8. Summary

8. SUMMARY

Diagnostic value of immunocytochemical antibodies in lung tumor diagnostics
Study Objectives: This study aims to research the frequency of different lung tumor subtypes
and determine the diagnostic value of immunocytochemical antibodies for TTF-1, p40, CD56

and CK 5/6 in lung tumor diagnostics.

Study Design: The study is designed as a cross-sectional study with historical data, which

analyzed participants within the previous five years.

Participants and Methods: The participants included in the study were all who, in the period
between January 1st 2019 and December 31st 2023, at the Clinical Institute of Cytology and
the Clinical Institute of Pathology of the Clinical Hospital Center in Osijek, were
pathohistologically positive for any malignancy in the lung or had a positive molecular testing

result. Discovered results were statistically analyzed and presented in tables.

Results: 313 participants were included in the study. Adenocarcinoma, squamous-cell
carcinoma and small-cell lung cancer were the most diagnosed. Lung carcinoma was more
common in men, although adenocarcinoma is an exception to this, with 46 % affected women
and 34 % affected men. Adenocarcinoma showed above 80 % positivity for TTF-1, squamous-
cell carcinoma above 70% for p40 and above 90 % for CK 5/6, and small-cell lung carcinoma
above 90 % for both TTF-1 and CD56. 12 % of the tested participants were positive for an

EGFR mutation, out of which the majority has adenocarcinoma and majority were women.

Conclusions: Most frequently diagnosed lung tumors are adenocarcinoma, squamous-cell
carcinoma and small-cell lung cancer. There are significant differences in the distribution of
patients in regards to immunocytochemical antibody testing and pathohistological diagnoses.
The mutation of EGFR is generally tied to the origination of adenocarcinoma and is more

frequently found in women.

Keywords: cytology; immunocytochemistry; lung cancer; non-small-cell lung carcinoma;

small-cell lung carcinoma
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