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1. SAZETAK

Karcinom je drugi vodec¢i uzrok smrti na globalnom nivou i odgovoran je za oko 10 miliona
smrtnih sluéajeva godi$nje. Po podacima SZO za 2020. godinu, karcinom pluca se U svijetu
nalazi na drugom mjestu po broju oboljelih, ali ubjedljivo zauzima prvo mjesto po broju
smrtnih ishoda (1,8 miliona). Najznacajniji faktori rizika za nastanak karcinoma pluéa su
pusenje, izlozenost radonu i zagaduju¢im materijama u vazduhu.

Za postavljanje dijagnoze nemikrocelularnog karcinoma plu¢a potrebno je odrediti
histoloski tip na HE bojenim preparatima. Zbog slabijeg stepena diferencijacije i preklapanja
izmedu odredenih histoloskih podtipova ¢esto je potrebno odraditi dodatne dijagnosti¢ke
procedure. Za imunofenotipizaciju podtipova koriste se metode imunohistohemije sa panelima
preporucenih antitijela. Molekularnim testiranjem uzoraka karcinoma plu¢a pronadene su
specifi¢ne driver mutacije gena (EGFR, ALK, KRAS), koje su postale osnov za razvijanje
savremene ciljane imunoloske terapije. Upotreba ove terapije umnogome je popravila

prognozu bolesti.

Kljuéne rijec¢i: NSCLC, imunohistohemija, EGFR, ALK, KRAS, PD-L1



1. ABSTRACT

Cancer is the second leading cause of death globally and is responsible for about 10
million deaths a year. According to the WHO for 2020, lung cancer ranks second in the world
in the number of patients, but convincingly ranks first in the number of deaths (1.8 million).
The most important risk factors for lung cancer are smoking, exposure to radon and air
pollutants.

For diagnose of non-small cell lung cancer, it is necessary to determine the histological type
on HE stained specimens. Due to the lower degree of differentiation and overlap between
certain histological subtypes, it is often necessary to perform additional diagnostic procedures.
Immunohistochemistry methods with panels of recommended antibodies are used for
immunophenotyping of subtypes. Molecular testing of lung cancer samples revealed specific
driver gene mutations (EGFR, ALK, KRAS), which became the basis for the development of
modern targeted immune therapy. The use of this therapy has greatly improved the prognosis

of the disease.

Keywords: NSCLC, immunohistochemistry, EGFR, ALK, KRAS, PD-L1



2. UVOD

Karcinomi pluca su jedan od vodecih uzroka smrtnosti u svijetu. U 2020. godini u Bosni i
Hercegovini potvrdena su 14673 novootkrivena karcinoma od ¢ega 2513 (17,1%) ¢ine upravo
karcinomi plu¢a. U odnosu na pol ¢esce se javljaju kod muskaraca gdje zauzimaju prvo mjesto
sa 1984 (24,8%) novootkrivena slucaja, dok se kod Zena nalaze na trecem mjestu (529- 7,9%)
iza karcinoma dojke i kolorektalnog karcinoma. Takode, nalaze se na prvom mjestu po broju
smrtnih ishoda od svih karcinoma sa 2240 slucaja (24,3%) [1].

Tokom decenija istrazivanja identifikovani su mnogi faktori rizika za obolijevanje od
karcinoma pluca, ukljucujuéi pusenje zapaljivih duvanskih proizvoda, radon u zatvorenim
prostorima i rudnicima, zagadenje vazduha na otvorenom [2]. Rizik kod puSaca raste sa
duzinom konzumiranja i brojem cigareta dnevno upotrebljenih da bi progresivno opao nakon
prestanka konzumiranja [3]. Karcinomi sa EGFR mutacijama ¢e$ce se javljaju kod Zena,
nepusaca i sa prostora Isto¢ne Azije [4].

Na osnovu patohistoloske slike podijeljeni su u dvije velike grupe: mikrocelularni karcinom
pluca (small cell lung carcinomas- SCLC) i nemikrocelularni karcinom plu¢a (non-small cell
lung carcinomas- NSCLC) [5]. Nemikrocelularni karcinom pluéa c¢ini oko 87% svim
karcinoma pluc¢a [6]. Najces¢i podtipovi NSCLC-a su adenokarcinom (40%), skvamozni
(30%), krupnocelijski (15%) i nesSto rjedi tipovi kao $to su neuroendokrini tumori pluca,
pleomorfni karcinom, mukoepidermoidni, neklasifikovani itd. [5].

U slucaju gdje se ne moze odrediti podtip NSCLC-a, samo na osnovu HE bojenih uzoraka,
koriste se paneli preporucenih antitijela (TTF1, CK7, napsin A, CK5/6 i/ili p63, p40,
synaptophysin, chromogranin, CD56) za imunofenotipizaciju nemikrocelularnog karcinoma
pluca.

Tumorskim ¢elijama, da bi opstale i dalje se razvijale, potrebne su driver mutacije (fenomen
onkogene zavisnosti) [5]. Prekomjerna ekspresija receptora, kao i navedene genetske i
epigenetske promjene (npr. inverzija, translokacija i metilacija) su klju¢ni faktori za pristupe
otkrivanju individualne biologije tumora i donosenju odluka o le¢enju [7].

Molekularnim testovima otkriveno je nekoliko driver mutacija gena kod NSCLC,
ukljucuju¢i EGFR [8-10], KRAS, BRAF [11,12], ERBB2/HER2 [13,14], ALK [15], ROS1
[16], RET [17-19], NTRK1 [20] i NRG1 [21]. Od svih navedenih mutacija, EGFR i ALK su
klinicki najznacajnije, zato $to su odobreni molekularni target lijekovi za pacijente Cije

tumorske celije pokazuju ove mutacije.



3. HISTOLOSKA KLASIFIKACIJA

Za postavljanje dijagnoze NSCLC potrebno je na adekvatan naéin uzorkovati materijal i
dostaviti na patohistolosko analiziranje. Uzorci mogu biti sitne biopsije, citoloski blokovi,
citoloski materijal, liquid biopsije i materijal dobijen hirurSkom ekscizijom primarnog tumora
kao i metastaza. Histoloski tip tumora odreduje se na standardnim hematoksilin eozin
bojenjima (HE bojenje), a to su: adenokarcinom, skvamozni karcinom, neuroendokrini
karcinom, krupnocelijski karcinom, adenoskvamozni karcinom, mukoepidermoidni karcinom,

neklasifikovani karcinomi.

3.1. Adenokarcinom

Adenokarcinom je maligni epitelijalni tumor sa glandularnom diferencijacijom,
produkcijom mucina ili ekspresijom markera pneumocita. Podtipovi adenokarcinoma su:
acinarni, lepidi¢ni, (mikro)papilarni, solidni, invazivni mucinozni, fetalni i koloidni
(mucinozni) [5].

Za razliku od karcinoma skvamoznih ¢elija, adenokarcinom je lokalizovan u perifernim
dijelovima i u gornjim reznjevima pluc¢a [22], dok je 33% predominantno solidnih, 25%
mikropapilarnih i 20% acinarnih adenokarcinoma centralno lokalizovano [23,24]. Kao
primarna lezija, karcinom pluca obi¢no se prezentuje kao ¢vori¢. Multipli primarni karcinomi
pluca nisu neuobicajeni, posebno multipli invazivni mucinozni adenokarcinomi. Konsolidacije
slicne pneumoniji mogu se na¢i kod invazivnih mucinoznih adenokarcinoma i skvamoznih
karcinoma.

Mogu se $iriti hematogenim, limfogenim putem i per continuitatem. Limfogeno Sirenje
dovodi do zahvatanja ipsilateralnih i kontralateralnih hilarnih i medijastinalnih limfnih
¢vorova. Hematogene metastaze su najceSce lokalizovane u jetri, kostima, mozgu,
nadbubreznim Zlijezdama i plu¢ima. Sirenje preko povrsine pleure je jo$ jedan od moguéih
nacina Sirenja tumora [5].

Vecina invazivnih adenokarcinoma prezentuju se kao bjelicasto-sivkasti ¢vori¢ sa
centralnom fibrozom i antrakoti¢nim pigmentom [25]. Periferna lepidi¢na komponenta moze
rezultovati slabijom diferencijacijom, i individualni o¢uvani alveolarni prostori mogu biti

vidljivi.

Zljezdana morfologija se moze manifestovati kroz razli¢ite rasporede ¢elija [26]. Jedro je



potisnuto na periferiju ¢elije sa vezikularnim hromatinom i izraZenim jedarcetom. Citoplazma
je vakuolizovana sa prisustvom mucina [5]. Slabo diferentovane adenokarcinome solidne grade
ponekad je nemoguée razlikovati od nekeratinizujuc¢ih karcinoma skvamoznih ¢elija bez
upotrebe imunohistohemijskih analiza [27]. Uvodenjem imunohistohemijskog bojenjasa TTF-
1 i skvamoznim markerima umnogome je poboljsalo diferencijaciju razli¢itih NSCLC [28].
Na invazivni adenokarcinom otpada 70-90% svih hirurski odstranjenih tumora. Invazivni
adenokarcinom se karakteristicno sastoji od kompleksnog heterogenog miksa histoloskih
podtipova [23,24,29,30]. Prema novoj klasifikaciji SZO, uvodi se pojam ,,predominantno* koji
se odnosi na sve kategorije invazivnih nemucinoznih adenokarcinoma. lako je u teoriji moguce
postojanje procentualno jednakih komponenata, u praksi, trebalo bi da se odabere jedna

predominantna komponenta [5].
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Fig. 116 Adenocarcinoma. A Columnar cells with eccentric nuclel, open pale chromatin, and prominent nucleoli. The cells fine up to form a picket-fence appearance, with a
shared luminal edge. Some cells have cytoplasmic mucin. B A branching group with a smooth border is a cytological reflection of papillary architecture. C Poorly differentiated
adenocarcinoma can manifest as groups of overtly malignant cells with no clear morphological features of differentiation; this morphology is indistinguishable from poorly differentiated
squamous cell carcinoma in the absence of ancillary studies

Slika 1. Patohistoloska slika adenokarcinoma

3.1.1. Lepidi¢ni adenokarcinom

Ovaj podtip se tipi¢no sastoji od blijedih pneumocitnih ¢elija (pneumociti tip II ili Klara
¢elije) koje rastu uz povrsinu alveolarnih zidova. Komponenta invazivnog adenokarcinoma se
prezentuje u najmanje jednom fokusu najmanje Smm u svom najvec¢em dijametru. Dijagnoza
predominantno lepidi¢nog adenokarcinoma postavlja se ukoliko karcinom invadira limfatike,
krvne sudove ili pleuru, ima prisutnu tumorsku nekrozu, sadrzi invazivnu komponentu veé¢u
od 5mm, siri se alveolarnim putevima. Prognozna je odli¢na za stadijum I predominantno

lepidi¢nog podtipa adenokarcinoma [24,25,29,31].
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FIg 117 Lepidic predommam adenocarcmoma A Lepidic panem consists of a oellular prolrferauon of pneumocytes along Ihe surfaoe of the alveolar wal!s B Area of invasive
acinar adenocarcinoma.

Slika 2. Patohistoloska slika lepidnog adenokarcinoma

3.1.2. Acinarni adenokarcinom

Ovaj podtip sastoji se vec¢inski od zljezdane komponente koja je okruglog ili ovalnog
oblika sa centralnim lumenskim prostorom okruzenim tumorskim ¢elijama i moze sadrzati
mucin. Kada je alveolarna struktura izbrisana ili je prisutna miofibrozna stroma, smatra se da

je rije¢ o acinarnom adenokarcinomu [32].

P 3 Frek i ¥C X ” -
F|g 1 19 Acnnar adenocarcmoma A Aclnar adenocarcinoma cons1sts of round to oval-shaped mahgnant glands |nvadmg a fibrous stroma B Cribriform pattern of acunar
adenocarcinoma.

Slika 3. Patohistoloska slika acinarnog karcinoma

3.1.3. Papilarni i mikropapilarni adenokarcinom

Glavnu komponentu papilarnog podtipa cini rast glandularnih ¢elija duz centralne
fibrovaskularne srzi [28,33,34]. Ukoliko su tumorski acinusi ili alveolarni prostori ispunjeni
papilarnom ili mikropapilarnom strukturom, tumor se Klasifikuje kao papilarni ili
mikropapilarni adenokarcinom.

Mikropapilarni adenokarcinom ima tumorske celije koje rastu u papilarnim Cupercima

kojima nedostaje fibrovaskularna srz [28,33,34]. Mogu se pojaviti odvojeno i/ili povezano sa



alveolarnim zidovima. Tumorske celije su obi¢no male i1 kubi¢ne sa varijabilnom atipijom
jedra. Tipi¢ne su i vaskularna i stromalna invazija. Mogu se nac¢i i Psamomska tjelasca.

Prisustvo mikropapilarnog podtipa je los prognosticki faktor za sveukupno prezivljavanje [35].
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Fig. 1.20 A Papillary adenocarcmoma Papillary adenocarcmoma consists of mahgnanl cuboudal !o columnar lumour cells growing on the surface of ﬁbrovascular cores.
B Micropapillary adenocarcinoma. These tumour cells are growing in papillae that lack fibrovascular cores

Slika 4. Patohistoloska slika papilarnog adenokarcinoma

3.1.4. Solidni adenokarcinomi

Glavnu komponentu ovog podtipa ¢ine poligonalne tumorske ¢elije koje formiraju listove
kojima nedostaju prepoznatljivi obrasci adenokarcinoma (acinusi, papile, lepidna komponenta)
[28,33,34]. Ako je tumor 100% solidan, intracelularni mucin treba biti prisutan u najmanje 5
tumorskih ¢éelija u svakom vidnom polju i dokazan IHH bojenjem na mucin. Tumori inace
klasifikovani kao krupnocelijski tumori koji pokazuju ekspresiju pneumocitnih markera, ¢ak 1

ako mucin nije pristuan, se sada klasifikuju kao solidni adenokarcinomi.

3.2. Skvamozni karcinom pluéa

Skvamozni karcinom je maligni epitelijalni tumor, koji ili ispoljava keratinizaciju i/ili
intracelularne mostice, ili je morfoloSki nediferentovan nesitnocelijski tumor koji samo
ispoljava imunohistohemijske markere tumora skvamoznih ¢elija [5].

Ovi tumori su ¢vrsto povezani sa pusenjem cigareta, a incidencija pojave tumora Sirom
svijeta ogleda se u puSackim navikama stanovnistva [36]. Studije su pokazale da je pojava
karcinoma skvamoznih c¢elija povezana sa koli¢inom, duzinom, kao i godinama pocetka
puSenja cigareta, te sa nivoom Kkatrana prisutnog u cigaretama [37]. ProduZena izloZenost
arsenu, kao i teSkim metalima i radonu moze biti povezana sa pojavom ovog karcinoma [38-

41].



Karcinomi skvamoznih ¢elija su agresivni tumori koji se Sire slicno ostalim nesitnoc¢elijskim
tumorima pluca, tako da su udaljene metastaze uobicajene. Lokalno su takode agresivni, Sire
se na susjedne strukture direktnom invazijom.

Najcesce su sive ili bijele boje, te meke konzistencije. Mogu dostici velike dimenzije, kada
se stvaraju kavitacije usljed centralne nekroze. Centralni tumori formiraju intraluminalne
polipoidne mase, mogu da infiltriraju bronhijalni zid i okolna tkiva ili da dovedu do okluzije
bronhijalnog lumena [42-45].

Dobro diferentovani skvamozni karcinomi pokazuju jasnu keratinizaciju, ali za razliku od
drugih lokalizacija, kod pluénih karcinoma obi¢no ne postoji difuzna, nego samo fokalna
citoplazmatska keratinizacija u vidu keratinskih perli, meducelijskih mostica i vlakana
keratina. lIzrazita nekroza i inflamacija su uobicajeni, zbog ¢ega mogu li¢iti na nekrotizirajuce

granulome. Jedro uglavnom ima taman hromatin, bez prominentnog jedarceta.
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Fig. 1.50 Keratinizing squamous cell carcinoma. Squamous differentiation in these cytologically malignant cells is manifest by: (A
or (C) layers of keratin. Reprinted from Travis WD et al. {2678},
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Slika 5. Patohistoloska slika keratiniziraju¢eg skvamoznog karcinoma

Slabije diferentovani skvamozni karcinomi pokazuju znacajna morfoloska preklapanja sa
lose diferentovanim adenokarcinomom: citoplazmatska keratinizacija odsutna ili nevidljiva, a
jedro moze imati otvoren mjehurast hromatin i prominentno jedarce.

Kod nekeratiniziraju¢ih tumora potrebni su imunohistohemijski testovi da bi se razlikovali
od drugih, npr. krupnocelijskih karcinoma sa nultim fenotipom. Prisustvo mucina u nekoliko
¢elija ne iskljucuje da tumor pripada ovoj kategoriji. Neki nekeratiniziraju¢i skvamozni tumori

mogu morfoloski biti sli¢ni tranziciocelularnim tumorima urotrakta [33].
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Fig. 1.51 Non-keratinizing squam

Slika 6. Patohistoloska slika nekeratinizirajuéih skvamoznih karcinoma

Kod vrlo dobro diferentovanih karcinoma centralnih disajnih puteva sa papilarnim
izgledom, razlikovanje od papiloma moze biti otezano, kada se traze znakovi invazije.
Razlikovanje primarnog skvamoznog karcinoma plu¢a od metastatskih depozita kod pacijenata
koji imaju istoriju skvamoznih karcinoma drugih lokalizacija takode predstavlja izazov. U
ovim slucajevima radi se poredenje TP53 mutacije/p53 statusa izmedu pluéa i primarnog

tumora druge lokalizacije [46-50].

3.3. Neuroendokrini karcinom pluéa

Neuroendokrini karcinom velikih ¢elija (Large cell neuroendocrine carcinoma -LCNEC)
je nesitnocelijski karcinom pluca koji pokazuje histoloske odlike neuroendokrinih tumora
(rozete i periferne palisade) kao i ekspresiju imunohistohemijskih markera ovih tumora.
Kombinovani neuroendokrini karcinom je vrsta LCNEC koja ima komponente
adenokarcinoma, skvamoznog i/ili karcinoma dZinovskih ¢elija. Pojava LCNEC je snazno
povezana sa puSenjem cigareta, naime preko 90% ovih tumora javlja se kod teSkih puSaca
[51,52].

U pogledu genetskog profila tumora, ucestale su TP53 i RB mutacione inaktivacije, kao i
mutacije CREBBPIEP300 i MLL gena. Neuroendokrini tumori pokazuju izuzetno visoku stopu
mutacija- vise od 7.4 protein-izmjenjujuc¢ih mutacija po milionu baznih parova [53].

Cesto je tumor lokalizovan u perifernom pluénom tkivu (84%) te dugo mozZe biti
asimptomatski [54]. Centralnu lokalizaciju nalazimo u oko 20% slu¢ajeva i tada se mogu javiti
opstruktivne promjene kao atelektaze ili pneumonija. Neuroendokrini karcinomi imaju
znacajan potencijal Sirenja, uglavnom u regionalne i udaljenje limfne ¢vorove, ipsilateralne 1

kontralateralne dijelove pluénog tkiva, jetru, mozak i kosti. Cesto se $iri na pleuru, torakalni

7



zid i okolne strukture.

U praksi se predlozeni citoloski kriterijumi za dijagnozu LCNEC preklapaju sa onima
drugih neuroendokrinih tumora kao i sa adenokarcinomom, ¢ine¢i tako postavljanje dijagnoze
otezanom [55]. Nakon bojenja vidljivi su rastresiti sincicijalni agregati, a ukoliko je izgled
preparata jednoli¢an to ukazuje na neoplazmu niskog gradusa. Medutim ukoliko se vide polja
nekroze ili apoptoti¢ni debris radi se o tumoru visokog gradusa. Nuklearna hiperhromazija
moze ukazivati na sitnoc¢elijski karcinom, ali jedarca su obi¢no jasno vidljiva u veéini (ako ne

I svim) ¢elijama.
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Fig. 1.74 Large cell neufoén carcindma. A Overview of a large cell neuroendocrinecarcmoma with lobular
pattern, peripheral palisading, and large areas of necrosis. B A high-magnification view shows details of palisading,
rosettes, nuclei with vesicular chromatin, and brisk mitotic activity. C Lobular pattern and rosettes are prominent.

Slika 7. Patohistoloska slika LCNEC

Za postavljanje dijagnoze LCNEC potrebna je imunohistohemijska potvrda tumora sa
odgovaraju¢im antitijelima.

LCNEC pokazuje neuroendokrinu morfologiju kao $to su trabekularni rast, strukture sli¢ne
rozetama i periferni palisadni oblici. Tumorske ¢elije su generalno velike, a mitotski indeks bi
trebalo da bude veci od 10 na 2mm? ( prosjec¢no iznosi 75).

Kombinovani LCNEC je oblik neuroendokrinog tumora sa pridodatim karakteristikama

adenokarcinoma, skvamoznog ili karcinoma dzinovskih ¢elija.



3.4. Krupnoéelijski karcinom pluéa

Krupnocelijski karcinom je nediferentovani nesitnocelijski karcinom kojem nedostaju
citoloske, histolosSke 1 imunohistohemijske odlike sitnocelijskog, skvamoznog ili
adenokarcinoma. Za postavljanje dijagnoze potreban je resekat tumora te se ne moze potvrditi
samo na osnovu citolo§kog uzorka.

Nedavne studije pokazale su smanjenje ucestalosti krupnocelijskog karcinoma pluca sa
9.4% na 2.3% u odnosu na sve karcinome pluca [5]. Ovo smanjenje pripisuje se promjenama
u pristupu patohistoloskoj dijagnozi zbog imunohistohemijskih analiza ovih tumora i
klasifikacije pod druge tipove kao Sto su adeno ili skvamozni karcinom. Pacijenti sa
dijagnozom krupnocelijskog karcinoma uglavnom su muskarci i to iznad 60 godina starosti.
Etiologija je slicna kao za ostale tumore pluca, tako da su oboljeli najéeS¢e pusaci.

Ovi tumori su tipi¢no lokalizovani na periferiji pluénog parenhima. Obi¢no se javljaju u
vidu velikih, cirkumskriptnih, solidnih masa sa zonama nekroze. Mogu se $iriti hematogenim
i limfogenim putem, kao i direktno preko povrsine pleure [56-59].

Obic¢no su celije ovog karcinoma velike 1 kohezivne, imaju visoko maligne citoloske
karakteristike, slicne onima kod ostalih loSe diferentovanih nesitnocelijskih tumora. Imaju

voluminoznu citoplazmu sa ekscentri¢no postavljenim jedrom i velikim jedarcetom [60-63].

Fig. 1.91 Large cell carcinoma. A Rhabdoid cytology, with tumour cells that have large globulaf eosinophilic
cytoplasmic inclusions; the nuclear chromatin is vesicular and nucleoli are prominent. Reprinted from Travis et al.
{2678). B Clear cell cytology, with numerous tumour cells showing clear cytoplasm; the cytological features should

be noted. Classification as a large cell carcinoma requires morphological and immunohistochemical exclusion of other
tumour types, as both cytological appearances can occur in other types of NSCLC.

1

Slika 8. Patohistoloska slika krupnocelijskih karcinoma

Do dijagnoze se dolazi nakon S$to se iskljuci prisustvo morfoloskih komponenti



skvamoznog, sitnocelijskog ili adenokarcinoma, te prisustvo imunohistohemijskih odlika
skvamoznog i adenokarcinoma [64-66]. Koriste¢i imunohistohemijske analize i prisustvo
mucina, 18-41% tumora koji imaju morfologiju krupnih ¢elija ostaju negativni ili ne mogu biti
reklasifikovani, te se s toga trenutno klasifikuju kao krupnocelijski karcinomi [67].
Diferencijalna dijagnoza krupnocelijskih karcinoma primarno ukljucuje [64-69]:
1. solidne adenokarcinome koji imaju 5 ili manje intracitoplazmatskih kapljica u najmanje
dva vidna polja, te kojima nedostaju pneumocitni markeri;
2. solidne adenokarcinome koji imaju samo imunohistohemijske  potvrde
adenokarcinomske diferencijacije;
3. nekeratiniziraju¢e skvamozne karcinome u kojima je oskudno prisustvo
intracitoplazmatskih mostica;
4. nekeratinizirajuée skvamozne karcinome sa samo imunohistohemijskim odlikama
skvamozne diferencijacije;

5. adenoskvamozne karcinome.

3.5 Adenoskvamozni karcinom pluca

Adenoskvamoznim karcinomom nazivamo onaj koji posjeduje komponente i skvamoznog
I adenokarcinoma, sa zastupljeno$¢u od najmanje 10% od svake komponente [70]. Spadaju u
agresivne tumore, ¢ija se ucestalnost procjenjuje na 0.4-4% od svih karcinoma pluca [71-73],
a njihova pojava je takode povezana sa puSenjem. Dominantno se javljaju kod muskaraca u
starijoj zivotnoj dobi [74,75]. PetogodisSnje prezivljavanje nakon resekcije iznosi oko 40%
[65,76].

Uobicajeno se javljaju na perifernim dijelovima pluénog parenhima [74,75], iako su
prijavljeni slucajevi i sa centralnom lokalizacijom [77]. Njihova veli¢ina, kao i patoloske
karakteristike sli¢ne su onima kod drugih nesitnocelijskih karcinoma pluca [74].

Citoloski uzorci kao i mali biopti¢ki uzorci imaju odredena ograni¢enja u pogledu
postavljanja definitivne dijagnoze adenoskvamoznog karcinoma, te se u ove svrhe koriste
uzorci dobijeni resekcijom tumora. U samom tumoru moze postojati predominacija
adenokarcinomatoznih kao i skvamoznih komponenti, difuzno ili fokalno. Tako da mali uzorci
tkiva mogu dovesti do pogresne dijagnoze u smjeru jednog ili drugog karcinoma, a ne njihove
kombinacije [27,70,78].
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Kada su dobro definisane, komponente i skvamoznog i adenokarcinoma mogu biti vidljive
i na svjetlosnoj mikroskopiji. Ove dvije komponente mogu u samom tumoru biti razdvojene,

spojene ili pomijesane, a stepen diferencijacije moze varirati u svakoj komponetnti posebno.
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Fig. 1.95 Adenosquaﬁous carcinoma, with adenocarcinoma (left) and squamous cell car.cindma (éight).

Slika 9. Patohistoloska slika adenokarcinoma

U diferencijalnoj dijagnozi ga je tesko razlikovati od mukoepidermoidnog karcinoma
visokog gradusa. Ipak postoje osobine na osnovu kojih se mogu razlikovati, kao $to su:
prisustvo mucinskih ¢elija, proksimalna egzofiticna endobronhijalna lokalizacija, nedostatak
keratinizacije i sl. koje nalazimo kod mukoepideromoidnih karcinoma za razliku od

adenoskvamoznih [79,80].

4. IMUNOHISTOHEMIJSKA DIJAGNOSTIKA

Imunohistohemija (IHH) je kombinacija tri samostalne nauke- imunologije, histologije i
hemije. Zasniva se na principu vezivanja antitijela za ciljne specifi¢ne regione antigena tzv.
epitope [81]. Antitijela su obiljezena sa fluorescentnim jedinjenjima ili su konjugovana sa
enzimima $to mozemo detektovati sa imunofluorescencijom ili specificnim bojenjem vidljivim
svjetlosnim mikroskopom. IHH koristi se u patologiji za identifikaciju i klasifikaciju
neoplazmi, odredivanje fenotipa- primarni ili metastatski kao i za prognozu i terapijske
protokole. Razlikovanje adenokarcinoma od skvamoznih sa metodom IHH izuzetno je

prakti¢no i jeftino [82].
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4.1. Markeri diferencijacije adenokarcinoma plué¢a

Adenokarcinomi pluéa ispoljavaju pneumocitne markere kao §to su TTF-1 (Thyroid
transcription factor-1 ili NKx2-1), Napsin A i CK7 (cytokeratin 7) [83,84]. TTF-1 je
transkripcijski faktor koji reguliSe razvoj, diferencijaciju i gensku ekspresiju Celija Stitne
zlijezde, plu¢a i CNS-a (diencefalona) [85]. Gen za ovaj faktor nalazi se na kratkom kraku
hromozoma 14 [82]. U plu¢ima pokazuje ekspresiju na pneumocitima tip II (Klara ¢elije) i
slabije na epitelnim ¢elijama trahealne mukoze [86]. Zaduzen je za regulaciju stvaranja

sekretornog Klara proteina i ATP vezujuéeg transportera A3 [87].

Tabela 1. Prikaz ekspresije TTF-1

EKSPRESIJA KOD EKSPRESIJA KOD OSTALIH | EKSPRESIJA NA

KARCINOMA PLUCA KARCINOMA NORMALNIM CELIJAMA

Adenokarcinom pluca Karcinom S§titne zlijezde Klara ¢elije

Bronhoalveolarni karcinom | Holangiokarcinom Diencefalon

SCLC SCLC drugih lokalizacija Pituitarna zlijezda
Ependimom Folikularne i parafolikularne
Meningeom ¢elije Stitne Zlijezde
Pituicitom

Postoje dva monoklonalna antitijela za TTF-1: 8G7G3/1 i SPT24. Drugo antitijelo
detektuje predominantno primarne karcinome pluca, ukljucujuéi o skvamozni i krupnocelijski
karcinom [88]. Adenokarcinomi pokazuju ekspresiju TTF-1 u oko 75% slucajeva [89,90,91].
Medu svim podtipovima adenokarcinoma, najcesce lepidni i papilarni su pozitivni na TTF-1
[92]. Bliska veza izmedu EGFR mutacija i TTF-1 u adenokarcinomima pluc¢a je takode
dokazana [93].

Napsin A je pepsinu slina aspartatna proteinaza 4 koja ucestvuje u proteolitickim
procesima stvaranja prosurfaktanta [94]. Pokazuje ekspresiju samo kod adenokarcinoma i u

dobroj je korelaciji sa TTF-1. U izuzetnim slu¢ajevima postoje odstupanja od ovoga.

Tabela 2. Ekspresija Napsina A
EKSPRESIJA KOD EKSPRESIJA KOD OSTALIH | EKSPRESIJA KOD
KARCINOMA PLUCA KARCINOMA NORMALNIH CELIJA
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Adenokarcinom Renalni papilarni karcinom | Klara ¢elije
Endometrijalni karcinom Respiratorni epitel bronhiola
Holangiokarcinom Pankreasni acinusi

Ovarijalni clear cell tumor | Celije proksimalnih tubula

bubrega

Za Napsin A postoje monoklonalna i poliklonalna antitijela kao $to su TMU-Ad02, P64,
KCG 1.1, MRQ60 [83,95]. Kao rezultat reakcija vezivanja antitijela imamo granulirano
obojenu citoplazmu. U 11 studija sa 836 ispitanika sa adenokarcinomom pluca, 627 (75%) bilo
je pozitivno na Napsin A, dok je 623 (74,4%) pozitivno na TTF-1 [83]. Potrebno je odraditi
oba markera jer postoje situacije u kojima se deSava pozitivnot na jedan marker, dok je kod
drugog negativan rezultat [96,97].

CK 7 (Cytokeratin 7) je keratin sredje veli¢ine sa ekspresijom na bronhialnom i
alveolarnom epitelu, dok se CK 20 ne nalazi na respiratornom epitelu. U slucaju da je
adenokarcinom TTF-1 negativan za dokazivanje primarne pluéne lokalizacije moze se koristiti
CK 7 koji je pozitivan, uz negativnost na CK 20. Cak 95% adenokarcinoma pozitivno je na
CK7, kao i 20% skvamoznih karcinoma [98], te stoga ovaj marker nije preporuc¢eno Kkoristiti

za razlikovanje skvamoznog od adenokarcinoma [99].

4.2. Markeri skvamozne diferencijacije

Vecina dobro diferentovanih skvamoznih karcinoma ne predstavlja problem za postavljanje
dijagnoze, Sto nije slucaj kod slabo diferentovanih ili nediferentovanih skvamoznih karcinoma
gdje ne postoje patohistoloske odlike ovih tumora kao $to su intercelularni mostié¢i ili
keratinizacija. Viseslojni plucni epitel pokazuje visok stepen ekspresije citokeratina velike

molekulske mase (HMW-CKs — high molecular weight cytokeratins), p63 i p40.

Gen p63 ima dva promotora koji stvaraju dvije klase proteina: pune duzine TAp63, koji
sadrzi N-terminalni transaktivacioni domen TA, i izoformu proteina ANp63 bez transakcionog
domena [100]. Najc¢esci klon 4A4 prepoznaje oba domena dok p40 prepoznaje samo ANp63
[101,102]. Pored skvamoznih karcinoma pluca detektovana je ekspresija ovog gena jos kod
tranziciocelularnog karcinoma urotela, karcinoma timusa i bazocelularnog karcinoma koze

[103]. ALK mutirani adenokarcinomi ¢esto pokazuju p63 ekspresiju [104].
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Mnoge studije pokazale su da p40 ima visoku senzitivnost i specifiénost za skvamoznu
diferencijaciju [101,102,105]. Ekspresija p40 je uglavhom odsutna kod adenokarcinoma. Kod
svega 3% adenokarcinoma pronaden je p40 [102]. Ekspresija p40 je odli¢an marker za
razlikovanje skvamoznih od adenokarcinoma plu¢a i ekvivalentna je ekspresiji p63 kod
skvamoznih karcinoma [106].

Antitijela na CK 5/6 reaguju sa istoimenim antigenima na bazalnim ¢elijama skvamoznog
epitela. Postoji obrnuto proporcionalan odnos izmedu gradusa tumora i CK 5/6 ekspresije, §to
je veci gradus to je niza zastupljenost ovog markera [107]. Senzitivnost ovog markera kreée se
izmedu 53 1 100% . Oko 20% slabo diferentovanih skvamoznih tumora ima <10% CK 5/6
reaktivnost [85]. U istom procentu nalazi se i kod adenokarcinoma, ali je uglavhom fokalna i
slaba [89,108-115].

Za nekeratiniziraju¢e skvamozne karcinoma karakteristicno je difuzno pozitivno bojenje
skvamoznim markerima, tj. p40, p63, CK5 ili CK5/6, te negativnhost na TTF-1.
Nekeratiniziraju¢i skvamozni tumori bi trebali da pokazu difuzno pozitivno bojenje sa p40,
koje je specificnije od ostalih markera. Kod keratiniziraju¢ih bi TTF-1 takode trebao biti
negativan [5].

Negativnost p63 i CK 5/6 iskljuéuje skvamozni ¢ak i ako su TTF-1 i Napsin A negativni.
Ovi tumori su uglavnom CK 7 pozitivni i treba razmisljati u pravcu adenokarcinoma [116].
Fokalna ekspresija p63 ne iskljucuje adenokarcinom (negativan TTF-1, Napsin A, p40, CK
5/6).

Imunofenotip adenoskvamoznih karcinoma bi trebalo da podupire prisustvo dvostruke
populacije ¢elija u tumoru. Za diferencijaciju morfoloski nejasnih komponenti sluzimo se
imunohistohemijskim testovima, obuhvatajuc¢i markere i skvamoznih i1 adenokarcinoma (TTF-

1 i p40 su se pokazali kao najbolji markeri u ovom slucaju) [117,118].
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Fig. 1.96 Adenosquamous carcinoma. H&E stammg (A) TTF1 staining (B), and p40 staining (C) usmg serial sections. Geographlcally dusnnc1 componenls of adenocarcinoma (at.:he
lower left) and squamous cell carcinoma (at the upper right) are positive for TTF1 and p40, respectively. Note the diffuse and clearly positive staining of the individual components.

Slika 10. Adenoskvamozni karcinomi- HE bojenje i IHH

4.3. Markeri neuroendokrine diferencijacije

Dijagnoza LCNEC zahtijeva imunohistohemijsku potvrdu, upotrebom markera kao §to
su: NCAM/CD56 (prisutan kod 92-100% pacijenata), zatim hromogranin A (80-85%), i
sinaptofizin (50-60%). Upravo su sinaptofizin i hromogranin A najvjerodostojniji markeri za
razlikovanje LCNEC od ne neuroendokrinih tumora [119-124].

Neuroendokrini karcinomi takode produkuju amin-peptidin hormone , a oko 50% ih
pokazuje ekspresiju TTF-1[119,120,125,126]. Vise od 70% ovih karcinoma pokazuju CD117
imunoreaktivnost, sto se moze povezati sa smanjenom stopom prezivljavanja i poveéanom
stopom relapsa [127,128]. Citav spektar ovih markera moze biti koristan, ali je samo jedan

pozitivan marker dovoljan ukoliko je bojenje jasno u vise od 10% tumorskih ¢elija.

Fig 1. 75 Large oell neuroendocnne carclnoma A NCAM (C056) :mmunoslammg In lhe Iarge oeu neuroendocnne obmponenl of combmed larga cell neuroendocdne carcinoma;
note the typical cell membrane pattern. B This combined large cell neuroendocrine carcinoma associated with adenocarcinoma is immunostained with chromogranin antibody.
C TTF1 immunoreactivity with a typical nuclear pattern.

Slika 11. IHH bojenje neuroendokrinih karcinoma
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4.4. Markeri za krupnoéelijske karcinome pluéa

Novije studije pokazale su da se otprilike 80% tumora iz ove grupe nakon IHH testiranja
moze klasifikovati kao neki drugi tip- varijanta adenokarcinoma (60%) ili skvamozni karcinom
(20%). U pogledu imunohistohemijskih testiranja, nakon analiza senzitivnosti i specifi¢nosti
potrebno je iskljuciti prisustvo sljede¢ih markera:

e TTF-1inapsin A - koji govore u prilog adenokarcinoma

e p40ili p63 i CK5/6 - koji govore u prilog skvamoznog karcinoma.

Samo oni tumori koji su ili negativni na ove markere ili pokazuju nejasne rezultate mogu
da se klasifikuju kao krupnocelijski karcinomi- nulti tip (TTF-1 i p40 negativan) [65,90,129-
132].

5. MOLEKULARNA TESTIRANJA

Molekularnim testovima otkriveno je nekoliko driver mutacija gena kod NSCLC,
ukljudujuéi EGFR, KRAS, BRAF, ERBB2/HER2, ALK, ROS1, RET, NTRK1 i NRG1. Od
svih navedenih mutacija, EGFR i ALK su klini¢ki najznacajnije, zato Sto su odobreni
molekularni target lijekovi za pacijente ¢ije tumorske celije pokazuju ove mutacije.

Najja¢a histolosko-molekularna veza nadena je kod invazivhog mucinoznog
adenokarcinoma kod kog je pronaden visok procenat KRAS mutacija i manjak EGFR mutacija.
EGFR i KRAS mutacije, kao i ALK rearanzmani, se mogu vidjeti kod ve¢ine podtipova
invazivnih adenokarcinoma. EGFR mutacije su najeS¢e videne kod nemucinoznih
adenokarcinoma koji predominantno imaju lepidnu ili papilarnu formu [133-135] .KRAS
mutacije su obi¢no nadene kod solidnih podtipova adenokarcinoma i mogu se prezentovati kod
tumora koji produkuju ekstracelularni mucin [136-138]. ALK rearanzmani su veéini sluc¢ajeva

nadeni kod acinarnog podtipa adenokarcinoma [139,140].

5.1. EGFR testiranje

Jedno od najvaznijih otkri¢a je pronalazak receptora za epidermalni faktor rasta (epidermal
growth factor receptor- EGFR) kao terapijske mete u lijeCenju pacijenata sa mutacijama
EGFR-a [141]. Epidermalni faktor rasta pripada porodici receptora tirozin kinaze (ErbBs) i ima
vaznu ulogu u ¢elijskoj proliferaciji i prezivljavanju [142].

EGFR mutacije su ¢esc¢e kod zena, nepusaca i iz Istocne Azije [143]. Ovi parametri se ne
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koriste za selekciju pacijenata koji ¢e primiti terapiju sa TKI [28,141,144].

Test Roche cobas® EGFR v2, zasnovan na RT-PCR u realnom vremenu, pouzdana je opcija
za ispitivanje EGFR mutacija u klini¢koj praksi, bilo koristenjem DNK ekstrahovane iz tkiva
ili cfDNA dobijene iz plazme. Ovaj test detektuje 43 poznate mutacije na egzonima 18-21
[145]. Kvalitet nekih epitopa DNK / RNK moze se izgubiti (u roku od nekoliko sati / dana) u
sluaju da se ne iskoriste odmah za testiranje [146]. Rezultati testiranja mogu zavisiti i od
veli¢ine uzorka kao i od procenta sacuvanih tumorskih ¢elija, koji ne bi trebao biti ispod 20%
[147].

Test v2 (44)
Exon EGFR mutation
Exon 18 G719X
Exon 19 Ex19Del
Exon 20 S768I
T790M
Ex20lns
Exon 21 L858R
L861Q

EGFR, epidermal growth factor receptor.

Slika 12. Najces¢e EGFR mutacije

Preko 90% mutacija o€ituje se kao delecija na egzonu 19 ili supstitucija na egzonu 21
(L858R), dok su mutacije na egzonu 18 i 20 daleko rjede zastupljene [147-153].
Mutacije na egzonu 19 su dobar prognosti¢ki pokazatelj zbog boljeg terapijskog odgovora na
TKI, dok su mutacije na 21. egzonu imale kao posljedicu poveéanu stopu smrtnosti [151].
Pacijenti sa minimalno invazivnim i lepidnim adenokarcinomima svrstani su u grupu niskog
rizika sa visokom stopom mutacije EGFR, dok su pacijenti sa mikropapilarnim i solidnim
adenokarcinomima klasifikovani su kao visoko rizi¢ni sa nizom stopom mutacije EGFR [154].
Kao prva linija u lijecenju pacijenata sa NSCLC koji imaju mutacije EGFR-a koriste se
reverzibilni inhibitori tirozin kinaze (TKI) (erlotinib i gefitinib) i ireverzibilni TKI (afatinib)
[141]. Posljednjih godina, brzi razvoj tehnologije liquid biopsije omogucio je upotrebu
neinvazivnih metoda za pracenje mutacija rezistentnih na lijekove u realnom vremenu. S tim u
vezi, razvijena je tre¢a generacija TKI Osimertinib (AZD9291) i Rociletinib (CO-1686) za

pacijente sa primarnom rezistencijom na TKI izazvanom T790M EGFR mutacijom [155].

Brojne publikovane studije pokazuju prevalencu EGFR mutacija u rasponu od 7,5% u
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Norveskoj [156,157] do 19,8% u Rusiji [158]. Prevalenca EGFR mutacija u Bosni i
Hercegovini iznosi oko 9,75%, $to je ubraja u grupu nizih prevalenci u Evropi. Za razliku od
Evrope ucestalost mutacija kod Azijske populacije daleko je veéa i iznosi od 42,6% do 66,3%
[143,159-161]. Sli¢ne studije radene su i u naSem okruzZenju te su EGFR mutacije pronadene u
15,7% [162] 119,8% [163] slucajeva u Hrvatskoj, dok je u Srbiji taj postotak 11,7 [164]. Velika
INSIGHT studija koja je ukljucivala uzorke iz Sest zemalja Centralne Evrope sa 1785
analiziranih pacijenata, od kojih je 1393 sa adenokarcinomima, pokazuje prevalencu od 13,8
% [165]. Najopseznija studija u nesto daljem okruzenju (Poljska), a u koju je bilo uklju¢eno

2450 uzoraka, govori o prevalenci od 9% [153] $to je najblize prevalenci u nasoj drzavi.

5.2. Anaplasti¢na limfomska kinaza (ALK)

Anaplasti¢na limfomska kinaza (ALK) je enzim kodiran od strane istoimenog ALK gena.
Pronadena je prvi put 1994. godine u anaplasti¢nom krupnoéelijskom non-Hockin limfomu
[166]. Aktiviraju¢e mutacije ili translokacije ALK-a identifikovane su kod nekoliko razli¢itih
karcinoma, ukljucujuéi i NSCLC [167] . Translokacija na kratkom kraku drugog hromozoma
(2p) rezultovala je fuzijom ALK-a i EML4 gena (echinoderm microtubule-associated protein-
like 4), koja se najc¢esce javlja kod NSCLC [167].

Chromosome MNormal Inversion Inversion
with
deletion
2p23
[1} i o
= kinase
ALK D domain D D
iR
J o =
-
EML4 = [: l
2p21 FISH FISH FISH
- ! fusion break-apart  single red
signal signal signal

Slika 13.Translokacija EML4-ALK

Rearanzman EML4-ALK prisutan je kod 3-6% NSCLC u zavisnosti od ispitivane

populacije i metoda detekcije koje su koristene [167,168,169], a ¢eSce se desava kod nepusaca

18



i pasivnih puSaca kao i kod pacijenata sa podtipom adenokarcinoma [170] . Kod NSCLC
pronadene su i druge, daleko rjede, translokacije sa AML-om kao $to su KIF5B (Kinesin
Family Member 5B) i TFG ( TRK-fused gene) [171].

5.2.1. Florescentna in situ hibridizacija (FISH)

Trenutni dijagnosticki pristupi u detekciji ALK rearanzmana ukljuc¢uju imunohistohemiju
(IHH), florescentnu in situ hibridizaciju (FISH) kao i reakciju lancane polimerizacije
reverznom transkripcijom (RT-PCR) [168]. Trenutno, ,,zlatnim standardom* i jedinim klinic¢ki
odobrenim testom (FDA) za detekciju ALK rearanzmana smatra se Vysis/Abbott ALK FISH
test razdvajanja [172,173].

Slika 14. FISH

Celije se smatraju ALK FISH pozitivnim kada:
e >1 skupa crvenih i zelenih signala koji su udaljeni >2 pre¢nika signala
e jedan crveni signal bez odgovarajuceg zelenog signala pored spojenih (normalnih)
signala .

Uzorak se smatra negativnim ako je <5 ¢elija (<10%) pozitivno, a pozitivno ako je> 25
¢elija (> 50%) pozitivno. Uzorak se smatra dvosmislenim ako je 5-25 ¢elija (10-50%)
pozitivnih.

Preporucuje se da uzorak ne prelazi 2cm duZine 1 3 mm debljine. Obraduju se prema
standardizovanim protokolima. Od uzoraka se prave presjeci na 3 do 5 um, obraduju i na kraju
suse na 60°C jedan sat ili na 45°C tokom noci [168]. Maksimalno vrijeme za skladistenje tkiva
ili citoloskih blokova je 1-6 mjeseci ili 6-12 mjeseci za standardne citoloSke uzorke kako bi se

izbjeglo neuspjesno ocitanje ili lazno-pozitivni ili lazno-negativni rezultati [174].

Ovaj test i interpretacijski algoritam dizajnirani su za netaknute formalin fiksirane i parafin

ugradene (FFPE) patohistoloske uzorke dobijene biopsijom ili resekcijom [175]. Zastitni sloj
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parafina na histoloSkim presjecima sprecava gubitak antigenosti fotooksidacijom i isuSivanjem
tkiva [176].
Test ima i odredene nedostatke kao §to su posebno dizajnirani opticki filteri za o€itavanje

rezultata, zelena boja blijedi brZze od crvene povecavajuéi vjerovatnocu lazno pozitivnih nalaza.

5.2.2. Imunohistohemija ALK

Upotreba IHH poboljsala je dijagnosticku ta¢nost u klasifikaciji karcinoma pluca, ali
tumacenje rezultata ostaje izazov u nekim slu¢ajevima. Prednosti IHH u odnosu na FISH i RT-
PCR su izuzetno mali troskovi, brzina izvodenja testa kao i veoma laka integracija u
dijagnosticke protokole. lako je IHH minimalno kvantitativan test, u praksi se koristi kao
semikvantitativan test [177]. Tokom izvodenja testa susre¢emo se sa odredenim izazovima kao
Sto su priprema tkiva, odabir antitijela, skoring sistem. lako nije zlatni standard u otkrivanju
rearanzmana ALK gena, IHH sa 5A4 i D5F3 antitijelima bila bi od koristi kao skrining metoda
iz prethodno navedenih razloga [178,179] . Mnogi autori utvrdili su visoku senzitivnost (90-
100%) i specifi¢nost (87,5-100%) IHH u odnosu na FISH [178-182].

Od izuzetnog je znacaja da se uzorak tkiva adekvatno preanaliti¢ki obradi. Mogu¢i su
lazno-negativni rezultati kod uzoraka gdje je loSe uradeno fiksiranje sa formalinom [183].
Koncentracija proteina u rearanziranom ALK NSCLC je izuzetno niska. Standardna metoda
detekcije ALK-a kod anaplasti¢nog limfoma je nedovoljna za sve slu¢ajeve NSCLC. Trenutno
su u upotrebi 3 vrste antitijela: 5A4, ALK1 i D5F3 [184] .

Tabela 3. IHH skoring

0 1(+) 2 (+1) 3 (++4)
Bez bojenja Slabo citoplazmatsko Umijereno, glatko Intenzivno, granularno
prebojavanje citoplazmatsko citoplazmatsko
prebojavanje prebojavanje (>10%
tumorskih ¢elija)

5.2.3. Reakcija lan¢ane polimerizacije sa reverznom transkriptazom (RT-PCR)

RT-PCR pruza izuzetno osetljivu tehniku u kojoj se moze otkriti vrlo mali broj molekula

RNK. Test se moze koristiti na mRNA / cDNA za direktno otkrivanje EML4-ALK. Zbog toga
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se koristi kao zlatni standard za procjenu osetljivosti i specifi¢nosti IHH [185], FISH [185,186]
i CISH [186,187].

Medutim, RT-PCR ima nekoliko nedostataka zbog kojih je malo vjerovatno da ¢e postati
standardni test za ovu mutaciju. Potreban je kvalitetan RNK [186]: neki od amplikona su veci
od 1.000 bp i zahtijevaju odgovarajucéu krioprezervaciju uzoraka tumora koji mozda nedostaju
u rutinskoj praksi [185]. U odjeljcima FFPE, RT-PCR iznad 300 bp nije pouzdan. Mogu se
testirati samo poznate promjene (najmanje 10 je trenutno poznato za ALK) [188].

RT-PCR je pogodna metoda za otkrivanje ALK translokacija pomocu citoloskih uzoraka
pacijenata sa primarnim karcinomom pluca, posebno kada uzorci tkiva nisu dostupni [189].
Pokazalo se da je RT-PCR test visoko osjetljiv (100%) u poredenju sa FISH i IHH.
Sekvenciranje RNK detektovalo je ALK transkripte pune duzine ili EML4-ALK i KIF5B-ALK
fuzijske varijante u slu¢ajevima u kojima je ALK RT-PCR test detektovao ALK ekspresiju, ali
FISH i IHH su negativni. Ukupna specifi¢énost RT-PCR testa za otkrivanje ALK u slu¢ajevima
bez ekspresije ALK pune duzine bila je 94% u poredenju sa FISH 1 IHH. Ovi podaci podrzavaju
ALK RT-PCR test kao visoko efikasan i pouzdan pristup dijagnostickom skriningu za

identifikovanje pacijenata sa ALK NSCLC [190].

5.3. KRAS testiranje

Gen KRAS dobio je naziv po onkogenom virusu (Kirsten RAt Sarcoma virus) gdje je prvi
put detektovan 1982. godine [191]. Gen je lociran na hromozomu 12 kod ljudi. KRAS daje
instrukcije za stvaranje istoimenog proteina koji ucestvuje u RAS/MAPK signalnom putu.
Protein funkcioni$e kao sekundarni glasnik sa GTP-aznom aktivno$¢u i prenosi signale sa
povrsine ¢elije u jedro. Ovi signali podsticu ¢eliju na rast, sazrijevanje i diferencijaciju.

Frekvencija KRAS mutacija je izmedu 25-30% [1922,193] sa jakom povezano$¢u sa
pusenjem cigareta [194]. Upravo dvije naj¢es¢e mutacije kod NSCLC su KRAS i EGFR
mutacije [195]. Najzastupljenija KRAS mutacija je G12D gdje je doSlo do supstitucije

aminokiseline glicin na poziciji 12 sa aspartatnom kiselinom [196].

Karcinomi pozitivni i na KRAS i EGFR imaju <5% terapijski odgovor na TKI
[195,197,198]. Nije utvrdena povezanost izmedu ekspresije KRAS mutacija i stope
prezivljavanja [199], dok je prognoza kod ovih karcinoma i dalje losa [200]. Danas se testiranja
na KRAS koristi u svrhu predvidanja ishoda hemoterapije, terapije sa TKI i1 anti-EGFR

monoklonalnim antitijelima [201].
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5.4. PD-L1 (Programmed death-ligand 1)

PD-L1 ili CD 274 (cluster of differentiation 274) je transmembranski protein kodiran od
strane istoimenog gena. Ovaj protein ima vaznu ulogu u supresiji imunskog odgovora u
stanjima kao $to su trudnoca, autoimunske bolesti, tkivnih alograftova [202]. PD-L1 ostvaruje
svoju funkciju vezujuci se za PD-1, inhibitorni checkpoint molekul, koji za posljedicu ima
smanjenje stvaranja T- ¢elija u limfnim ¢vorovima. Upravo ovaj mehanizam koriste odredene

karcinomske ¢elije kako bi izbjegle imuni odgovor domacina [203] .

Tabela 3. Ekspresija PD-L1

EKSPRESIJA PD-L1 KOD EKSPRESIJA PD-L1 KOD NORMALNIH
KARCINOMA CELIJA

Karcinom jednjaka i Zeluca T- ¢elije

Hepatocelularni karcinom NK ¢elije (natural killer cells)
Karcinom pankreasa Makrofagi

Karcinom jajnika B- celije

Karcinom mokraéne besike Epitelne Celije

Karcinom dojke Vaskularne endotelne ¢elije
Karcinom Merkelovih ¢elija

Kolorektalni karcinom

Karcinom pluca

Imunohistohemija je najcesci tip PD-L1 testa. Do sada, nisu dokazane povezanoti izmedu
ekspresije PD-L1 i pola, starosti, istorije puSenja, histologije tumora (adenokarcinom u odnosu
na karcinom skvamoznih celija) ili patoloskog stepena tumora. U nekoliko studija, visoka
ekspresija PD-L1 bila je povezana sa kra¢im prezivljavanjem u poredenju sa niskom
ekspresijom. Ekspresiju PD-L1 regulisu i onkogeni pokretac¢i u NSCLC, kao $to su EGFR,
EML4-ALK i KRAS [204]. PD-L1 trenutno je jedini biomarker odobren za klini¢ku upotrebu
u monoterapiji prvog i drugog reda i stoga igra centralnu ulogu u donoSenju odluka o lije¢enju

pacijenata sa naprednim NSCLC [205].

Vecina dokaza ukazuje na to da je verovatnije da c¢e pacijenti sa visokom ili niskom
ekspresijom PD-L1 iskusiti koristi od le¢enja anti-PD-1 / PD-L1 agensima (nivolumab,
pembrolizumab, durvalumab, atezolizumab i avelumab) u naprednom NSCLC [206] .

LijeCenje atezolizumabom rezultovalo je znatno duzim ukupnim prezivljavanjem od
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hemoterapije zasnovane na platini kod pacijenata sa NSCLC sa visokom ekspresijom PD-L1,
bez obzira na histoloski tip [207]. Terapija blokadom PD-1 ili PD-L1 pozeljnija je opcija
lijeenja u odnosu na konvencionalnu terapiju za pacijente koji su PD-L1 pozitivni i PD-L1

negativni [208].
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6. ZAKLJUCAK

Karcinomi pluéa su jedan od vode¢ih uzroka smrtnosti u svijetu. Dijagnoza karcinoma pluca
uglavnom se kasno postavlja, kada je tumor ve¢ u odmaklom stadijumu $to predstavlja
znacajan problem u pogledu terapijskih mogucénosti i prognoze bolesti. Za odabir terapijskih
protokola potrebna je histoloska i imunohistohemijska diferencijacija karcinoma. U posljednjih
nekoliko godina primjecen je napredak na polju genetskih otkrica koji su bili temelj za

stvaranje specificne imunoterapije koja je umnogome popravila prognozu bolesti.
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