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POPIS OZNAKA I KRATICA
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engl. programmed death 1
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TMB engl. tumor mutational burden

TP53 engl. tumor protein p 53

TTF-1 engl. thyroid transcription factor-1
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STAS engl. spread through air spaces
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UICC Medunarodna unija za borbu protiv raka (eng. Union for International Cancer
Control)
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VEGF-1 engl. vascular endothelial growth factor-1
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1.1. EPIDEMIOLOGIJA 1 ETIOLOGIJA KARCINOMA PLUCA

1.1.1. Epidemiologija

Karcinom pluéa je od neko¢ rijetke bolesti, u posljednjih 100 godina postao globalni
javnozdravstveni problem epidemijskih razmjera. To je danas najceSce dijagnosticirana
maligna bolest (11,6% ukupne incidencije malignih tumora) 1 najc¢es¢i je uzrok smrti od
maligne bolesti (18,4% ukupno umrlih) u oba spola u svijetu (1). Broj novooboljelih se svake
godine povecava, bez znacCajnijih poboljsanja u ukupnom prezivljenju. U svijetu je 2012.
godine zabiljezeno 1,8 milijuna oboljelih i 1,6 milijuna umrlih, a 2018. godine 2 milijuna
oboljelih 1 1,7 milijuna umrlih od karcinoma pluca. Najvisa incidencija je u zemljama Srednje
1 Isto¢ne Evrope i u Istocnoj Aziji. Prema podatcima za 2018. godinu prednjaci Madarska sa
stopom incidencije od 56,7 na 100 tisuc¢a stanovnika, dok je Hrvatska na 23. mjestu sa stopom
incidencije od 32,5 na 100 tisuéa stanovnika (2). Desetlje¢ima je raspodjela po spolu
pokazivala ve¢i udio muskog spola. Zadnjih godina globalno se biljezi blagi pad incidencije i
smrtnosti u muskaraca 1 postupni porast u Zena (3). Jedno od mogucih objaSnjenja je
smanjenje broja pusata medu muskarcima i povecanje medu zenama, osobito u zemljama
koje se brzo razvijaju. Izlozenost dimu pri kuhanju i grijanju na ugljen u zatvorenom prostoru
bez dobre ventilacije moZe u Zena nepusaca povecati rizik od karcinoma pluca (4). Medijan
zivotne dobi oboljelih u svijetu je u trenutku dijagnoze 71 godina 1 naj¢esce se dijagnosticira u
uznapredovalom metastatskom stadiju bolesti kad je petogodiSnje prezivljenje 5%, a zajedno
za sve stadije bolesti 16% (5). U Republici Hrvatskoj (RH) je prema podatcima Registra za
rak za 2016. godinu, medu novootkrivenim malignim tumorima u muskaraca karcinom pluca
na drugom myjestu (17%) iza karcinoma prostate (19%), a u Zena na treCem mjestu (8%) iza
karcinoma dojke (25%) 1 kolona (9%) (6). Od 3068 novooboljelih od karcinoma plu¢a u RH
2016. godine, umrlo je 2868 (93,4%) bolesnika, a bolest im je dijagnosticirana kao
uznapredovala metastatska bolest u 23,7% , lokalno proSirena bolest u 20,6% 1 lokalizirana
bolest u 8,7% slucajeva; u 47% slucajeva nije bilo podataka o stadiju bolesti. Novooboljeli su
vec¢inom bili muskog spola, 2164 (70,5%).

Petogodis$nje prezivljenje oboljelih od raka plu¢a u RH je za sve stadije zajedno 10%, S$to je
losije od prosjeka razvijenih zemalja (6). Uvodenje Nacionalog programa za probir i rano
otkrivanje raka pluca 2020. - 2024. ima za cilj povecati petogodiSnje prezivljenje s 10% na

18%, kao u SAD-u (7). Rizi¢na populacija, aktivni pusaci u dobi od 50 do 75 godina ili bivsi



pusaci koji su prestali pusSiti unutar 15 godina, pozvat ¢e se na preventivne preglede CT-om
niske doze zraCenja. Uvjet za probir je pusacki staz od minimalno 30 godina 1 30-tak 1 viSe
kutija cigareta godiSnje. Cilj programa je u pet godina posti¢i odaziv od 50% medu tom

populacijom i smanjiti ukupnu smrtnost od raka pluc¢a za 20%.

1.1.2. Etiologija

Nastanak karcinoma pluéa je u 90% slucajeva povezan s puSenjem i potencijalnim
karcinogenima iz duhanskog dima, kao $to su policiklicki aromatski ugljikovodici i aromatski
amini, N-nitrozamini, benzen, vinil klorid i arsen. Rizik od pojave karcinoma pluca je 30 puta
vedi u pusaca nego u nepusaca (8). U RH pusi 31,1% stanovnistva: 35,3% muskaraca i 27,1%
Zena, a medu nepusacima je 21,1% bivsih puSaca Sto ukazuje na velik udio puSaca u opcoj
populaciji (9).

Ostali rizicni ¢imbenici su dugotrajna profesionalna izlozenost azbestu, kromu, arsenu,
kadmiju, siliciju, cinku, zatim pasivno puSenje, zagadenost zraka u velikim gradovima zbog
policikli¢kih ugljikovodika iz ispusnih plinova motornih vozila, kroni¢na opstruktivna pluéna

bolest, starost te izloZzenost radonu i radioaktivnom zrac¢enju (10).

1.2.  KLINICKA SLIKA I DIJAGNOSTICKI POSTUPCI

1.2.1. Klinicka slika

Karcinom pluca se u 70% - 80% bolesnika prezentira simptomima uznapredovale bolesti, a
rjede se otkriva u ranoj asimptomatskoj fazi, obi€no zahvaljujuéi slikovnim pretragama pluc¢a
u sklopu neke obrade (11). Znakovi i1 simptomi karcinoma pluéa nastaju zbog lokalnog
tumorskog rasta, invazije ili opstrukcije susjednih struktura, Sirenja limfnim putevima u
regionalne limfne ¢vorove, hematogenim rasapom u udaljene metastaze, ili zbog
paraneoplasti¢nog sindroma. Vecina bolesnika se javi lije¢niku zbog dugotrajnog kaslja ili
hemoptize, dispneje ili pneumonitisa nastalih uslijed centralnog ili endobronhalnog rasta
tumora. Kad tumor, ¢e$¢e adenokarcinom, raste periferno, moZze izazvati bol zbog urastanja u
pleuru 1 stijenku prsnog koSa. Regionalni rast tumora kontinuiranim Sirenjem ili
metastaziranjem u regionalne limfne ¢vorove moze izazvati disfagiju zbog kompresije
jednjaka, promuklost uslijed paralize glasnica zbog zahvacanja rekurentnog Zivca, paralizu

frenicnog zivca s podizanjem hemidijafragme 1 paralizu simpatikusa uz nastanak Hornerova



sindroma (ptoza, mioza, enoftalmus i prestanak znojenja na istoj strani). Pancoastov sindrom
je posljedica lokalnog Sirenja tumora iz pluénog vrska u osmi cervikalni te prvi i drugi
torakalni Zivac, Sto izaziva jaku bol u ramenu i duz ulnarne strane podlaktice. Lokalno Sirenje
tumora moze izazvati sindrom gornje Suplje vene, pleuralni ili perikardijalni izljev. Metastaze
u mozgu prezentiraju se neuroloskim ispadima, u kostanoj srzi kao pancitopenija ili patoloski
prijelomi, a metastaze u jetru kao bol pod rebrenim lukom i biokemijska disfunkcija. Ceste su
metastaze u nadbubreznu zlijezdu, supraklavikularne i aksilarne limfne ¢vorove 1 supkutano
(12). Nespecificni sustavni simptomi uznapredovale bolesti su mrSavljenje, kroni¢ni umor i
febrilitet, ucestale pneumonije na istom mjestu i1 sklonost drugim infekcijama zbog
oslabljenog imuniteta. Rjede je prvi klini¢ki simptom paraneoplasti¢ni sindrom koji se moze
ocitovati kao anemija, tromboflebitis, duboka venska tromboza, baticasti prsti i kaheksija.
Rijetko zlocudne stanice mogu ektopi¢no luciti hormone ili njemu sli¢ne peptide pa bolesnik
ima npr. hiperkalcemiju i hipofosfatemiju (lue protein povezan s parathormonom),
hiponatrijemiju (lue protein povezan s antidiuretskim hormonom) ili hipokalijemiju i

Cushingov sindrom (lu¢e ACTH ili njemu sli¢an polipeptid) (13).

1.2.2. Dijagnosticki postupci

Dijagnosticki postupci su anamneza 1 fizikalni pregled, laboratorijski testovi (KKS, DKS, SE,
koagulacijski testovi, kompletna biokemija), radioloske slikovne pretrage i morfoloska analiza
s genetskom analizom. PatoloSka dijagnoza se postavlja na temelju patohistoloske/citoloSke
analize uzorka tkiva dobivenog bronhoskopijom/transtorakalnom biopsijom pod kontrolom
CT-a ili UZ-a. Osim toga, citoloska dijagnoza se moze postaviti analizom iskasljaja, ispirka,
otisaka, bronhoalveolarnog lavata i obriska Cetkicom, transtorakalnog punktata, analizom
pleuralnog izljeva, punktata limfnih ¢vorova ili udaljenih metastaza (14). U bolesnika u kojih
je dijagnosticiran adenokarcinom, treba refleksnim testiranjem analizirati postojanje
aktiviraju¢ih mutacija: 1) imunohistokemijski analizirati izrazaj ALK 1 ROS1 1 2) metodom
rtPCR odrediti EGFR status. U svim NSCLC treba imunohistokemijski analizirati PD-L1
status radi eventualne imunoterapije inhibitorima kontrolnih toc¢aka (14).

Dijagnosticki postupci za procjenu proSirenosti bolesti su CT toraksa 1 gornjeg abdomena,
PET u potencijalno operabilnih bolesnika, scintigrafija kosti ako su prisutni simptomi ili
postoji sumnja na koStane metastaze, rendgenska snimka kosti ako su prisutni simptomi ili

patoloski scintigrafski nalaz, CT mozga s kontrastom ili MR ako su prisutni simptomi



mozdanih metastaza i u stadiju bolesti I 1 viSem. Ako je potrebno, radi se punkcija i citoloska
analiza pleuralnog izljeva, punkcija ili biopsija povecanih limfnih ¢vorova, endobronhalni
ultrazvuk, transezofagealni ultrazvuk i medijastinoskopija (14).

Kad u obzir dolazi operativni zahvat, treba prethodno procijeniti funkciju respiratornog
sustava na temelju nalaza spirometrije, analize plinova u arterijskoj krvi 1 acidobaznog
statusa, odredivanja difuzijskog kapaciteta plu¢a, EKG-a, ultrazvuka srca i dodatnih pretraga
(ventilacijska i perfuzijska scintigrafija pluéa, spiroergometrija i odredivanje tlakova u

pluénoj arteriji) (14).

1.3.  PATOHISTOLOSKA KLASIFIKACIJA KARCINOMA PLUCA

Mikroskopskim pregledom bioptickog i citoloskog uzorka ili operativnog materijala odreduje
se tip karcinoma pluca. Prema klasifikaciji SZO iz 2015. godine, invazivni karcinom plucéa se
dijeli na adenokarcinom, karcinom ploCastih stanica, karcinom velikih stanica,
neuroendokrine tumore, adenoskvamozni karcinom, sarkomatoidni karcinom, karcinom tipa
zlijezda slinovnica i neklasificirani karcinom (15). Povijesna podjela na sitnostani¢ni
karcinom pluca (engl. small cell lung cancer - SCLC) 1 nesitnostani¢ni karcinom pluca (engl.
non small cell lung cancer - NSCLC) je klini¢ki vazna jer se razlikuju u terapijskom pristupu
1 prognozi. Na NSCLC otpada 85% svih karcinoma pluca i tu se ubrajaju adenokarcinom,
karcinom plocastih stanica, karcinom velikih stanica i ostale rijetke morfoloSke varijante.
SCLC je u trenutku dijagnoze najceS¢e proSirena bolest koja se lije¢i sustavnom
kemoterapijom, s ili bez zracenja 1 ima loSu prognozu (14). Nasuprot tome, NSCLC se u
odredenom postotku slucajeva dijagnosticira u operabilnom stadiju, diseminirana bolest ima
losiji odgovor na kemoterapiju od SCLC, ali postoji moguénost ciljane terapije i

imunoterapije pa je prognoza bolja (14).

1.4.  ADENOKARCINOM PLUCA

1.4.1. Definicija i morfologija

Adenokarcinom je najceS¢i histoloski tip karcinoma pluca, s udjelom oko 45% (16). Definira
se kao zlocudni epitelni tumor sa Zljezdanom diferencijacijom, produkcijom sluzi ili
izrazajem pneumocitnih imunohistokemijskih biljega. Nastaje zlo¢udnom transformacijom

pneumocita tipa II i bronhiolarnih necilijarnih sekretornih stanica, tzv. Klara stanica. Najcesce
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raste kao periferni tumorski ¢vor, a rjede kao endobronhijalni plak/polip obloZzen intaktnom
sluznicom, ili kao intramuralno ili ,,pseudomezotelijalno* zadebljanje. Preinvazivne lezije su
atipi¢na adenomatozna hiperplazija (AAH) i adenokarcinom in situ (AIS) (15).

Invazivni adenokarcinom plu¢a ima razlicite histoloske slike (lepidicki, acinarni, papilarni,
mikropapilarni 1 solidni podtip), ¢esto kombinirane u istom tumoru (15). U lepidickom
podtipu atipi¢ni pneumociti tipa II ili Klara stanice oblazu alveole. U acinarnom podtipu
zlo¢udne stanice oblikuju zljezdolike ili kribriformne oblike u dezmoplasti¢noj stromi i mogu
sadrzavati mucin. Papilarni podtip je graden od fibrovaskularnih resica oblozenih atipi¢nim
epitelom. Mikropapilarni podtip je graden od atipi¢nih epitelnih stanica koje tvore resice bez
fibrovaskularne strome Sto ,,plutaju” u alveolarnim prostorima ili invadiraju stromu. Solidni
podtip je graden od nakupina atipicnih poligonalnih epitelnih stanica pa je dodatnim
metodama potrebno iskljuciti karcinom plocastog epitela i karcinom velikih stanica (15).
Varjjante invazivnog adenokarcinoma pluca su: 1) invazivni mucinozni adenokarcinom,
graden od atipi¢nih mucinoznih cilindri¢nih stanica, 2) koloidni adenokarcinom u kojem su
alveole oblozene atipi¢nim mucinoznim epitelom i ispunjene mucinom, dijelom rupturirane i
s jezercima ekstracelularne sluzi u dezmoplasticnoj stromi, 3) fetalni adenokarcinom graden
od glikogenom bogatih atipicnih epitelnih stanica u Zljezdolikom rasporedu, okruzenih
fibromiksoidnom stromom, 4) adenokarcinom s enteri¢nom diferencijacijom, morfoloski
nalik kolorektalnom karcinomu. Minimalno invazivni adenokarcinom (MIC) je mali solitarni
adenokarcinom (<3 cm) karakteriziran lepidickim rastom s <5 mm invazivne komponente.
Analizom operativnog materijala adenokarcinoma plu¢a utvrdeno je da se u 80% slucajeva
nalazi viSe od jednog histoloSkog podtipa, a ponekad i varijanata (15).

HistoloSki podtipovi imaju razli¢ito biolosko ponaSanje i1 agresivni potencijal pa tako 1
prognosticki znacaj. Stoga je potrebno u reseciranim tumorima odrediti predominantni podtip
1 varijantu ako postoji. AIS, MIC i predominantno lepidi¢ki podtip imaju dobru prognozu,
acinarni 1 papilarni predominantni podtip intermedijarnu, a mikropapilarni 1 solidni
predominantni podtip te varijante koloidni 1 mucinozni adenokarcinom imaju loSu prognozu
(15). Kad se u adenokarcinomu predominantno acinarnog ili lepidickog podtipa u zra¢nim
prostorima nadu mikropapilarne tumorske formacije (engl. spread through air spaces -
STAS), odreduje se kao mikropapilarni podtip. Uoceno je da STAS znacajno pridonosi
recidiviranju adenokarcinoma pluca u bolesnika s klinickim stadijem I koji su bili podvrgnuti

ogranicenoj resekciji, a ne lobektomiji (17). Odredivanje podtipa adenokarcinoma i varijante
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ima 1 prediktivni znacaj. U studiji Tsao 1 suradnika medu operiranim bolesnicima koji su
primali adjuvantnu kemoterapiju, duze vrijeme bez bolesti imali su bolesnici s
mikropapilarnim ili solidnim podtipom u odnosu na bolesnike s acinarnim ili papilarnim
podtipom adenokarcinoma (18). EGFR mutacija je ¢e$¢a u lepidickom i papilarnom podtipu
(19) dok je ALK mutacija ¢esS¢a u acinarnom i solidnom podtipu adenokarcinoma pluca (15).

Obje mutacije su dobri prediktori odgovora na terapiju TKI-ima.

1.4.2. Imunohistokemijska obiljezja

Dodatne metode za razlikovanje adenokarcinoma pluc¢a od drugih tipova karcinoma pluca i
presadnica u pluca su histokemijsko dokazivanje sluzi metodom Pas-alcian ili mucikarmin i
imunohistokemijsko bojenje uporabom specificnih protutijela TTF-1 (engl. thyroid
transcription factor-1) i Napsin A (slika 1).

TTF-1 je nuklearni protein nuzan za morfogenezu di$nih putova i nastanak pneumocita tipa II.
Vezan je za DNK 1 regulira izrazaj surfaktantnih proteina A, B i C u pneumocitima tipa II 1
sekrecijskih proteina Klara stanica; izvan pluca izrazen je u tireocitima (20). Izrazaj TTF-1 je
pozitivan u adenokarcinomima pluéa (62,5% — 80%) i SCLC-u (80% - 100%), a rijetko
pozitivan u ploc¢astom karcinomu, do 27% slucajeva (21).

Napsin A je asparatska proteinaza koja sudjeluje u sazrijevanju surfaktanta B. Nalazi se u
citoplazmi pneumocita tipa II i1 fagocitiran u alvelarnim makrofagima: izvan pluc¢a izraZen je u
epitelu proksimalnih bubreznih kanali¢a te izvodnim kanali¢ima i acinusima gusterace (22).
Napsin A je izrazen u 80% primarnih adenokarcinoma pluca, rjede u slabo diferenciranima, a
negativan je u karcinomu plocastih stanica i SCLC. Metastaze raka dojke, guSteraCe, Zucnih
putova i crijeva su u manje od 5% slucajeva pozitivne na Napsin A (23). TTF-1 regulira
izrazaj Napsina A, $to objasnjava njihovu ¢estu koekspresiju (24).

Prema rezultatima vise studija pozitivan izrazaj TTF-1 1 Napsina A u adenokarcinomu pluca
je dobar prognosti¢ki pokazatelj, a njihov negativan izrazaj je povezan s cCeS¢im
recidiviranjem i kra¢im ukupnim prezivljenjem (20,21,24,25).

Ako su oba biljega negativna, u proSirenom dijagnostickom imunopanelu koriste se CK 7 koji
nije specifi¢an, ali je pozitivan u gotovo svim adenokarcinomima pluc¢a, zatim biljezi za
iskljucenje karcinoma plocastih stanica (p40 ili CK5/6 ili p63), neuroendokrinih tumora
(CD56, kromogranin A, sinaptofizin) te drugih tumora i metastaza (npr. kalretinin, S100,

Melan A, ER, GCDFP, POX8, CK20, CDX2) (15). Iako uzorak male biopsije/citologije
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karcinoma plu¢a moze biti oskudan, s minimalno tumorskog tkiva i1 artefakatima, u 70%
sluc¢ajeva predstavlja jedini materijal za postavljanje dijagnoze. S obzirom da odabir terapije
ovisi o histoloskom tipu i aktiviraju¢im mutacijama koje se takoder analiziraju iz uzorka male
biopsije/citologije, SZO je 2015. godine postavila kriterije za dijagnostiku karcinoma pluéa u
uzorcima male pluéne biopsije/citologije. Standardizirani su terminologija 1 postupak s
uzorkom, a naglasak stavljen na racionalni pristup kako bi se sacuvalo dovoljno tkiva za

imunohistokemijsku i molekularnu analizu (tablica 1) (15).

Slika 1. Adenokarcinom pluc¢a: A) histoloska slika u bronhoskopskoj biopsiji (HE 100x),

B) pozitivan izrazaj TTF-1 u jezgrama zlocudnih stanica u biopti¢ckom uzorku (TTF1/HRP
100x) i C) u citoloskom uzorku sedimenta pleuralnog izljeva (TTF1/HRP 200x), D) pozitivan
izrazaj Napsina A u citoplazmi zlocudnih stanica (Napsin A/HRP 100x).
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Tablica 1. Terminologija i1 kriteriji za dijagnostiku adenokarcinom pluéa u uzorcima male

biopsije/citologije u usporedbi s terminologijom u reseciranim uzorcima, SZO, 2015. (15)

Mala biopsija/citologija

Morfologija/specijalno
bojanje (imunohistokemija)

Resecirani tumor

Adenokarcinom (opisati
prepoznatljivi uzorak kao
acinarni, papilarni,
mikropapilarni, solidni)

Morfoloski jasna obiljezja
adenokarcinoma

Adenokarcinom, naznaciti
predominantni podtip:lepidicki,
acinarni, papilarni, solidni,
mikropapilarni

Adenokarcinom s lepidickim
rastom (napomenuti da se ne
moze iskljuciti invazija)

Minimalno invazivni karcinom,
AIS ili invazivni adenokarcinom
s lepidickom komponentom

Invazivni mucinozni karcinom
(opisati prisutni uzorak;
invazivni mucinozni
adenokarcinom sa lepidickim
uzorkom, ako je prisutan
lepidicki uzorak)

Invazivni mucinozni
adenokarcinom

Adenokarcinom s koloidnim
uzorkom

Koloidni adenokarcinom

Adenokarcinom s fetalnim
uzorkom

Fetalni adenokarcinom

Adenokarcinom s enteri¢nim
uzorkom

Enteri¢ni adenokarcinom

Karcinom nemalih stanica,
vjerojatno adenokarcinom

Bez morfoloskih obiljezja
adenokarcinoma, ali dokazan
specijalnim bojanjem (npr.
TTF1 pozitivan)

Adenokarcinom (solidni uzorak
moze biti samo jedna
komponenta tumora)

NSCC, NOS karcinom nemalih
stanica, drugacije ne
specificiran

Bez morfoloskih i IHK obiljezja
adenokarcinoma, plocastog ili
neuroendokrinog karcinoma

Karcinom velikih stanica

Mogu¢ adenoskvamozni
karcinom

Prisutna morfoloska obiljezja
adenokarcinoma i ploCastog
karcinoma; ili bez morfoloskih
obiljezja, ali je tumor TTF-1 1
p40 pozitivan

Adenoskvamozni karcinom (ako
je svaka komponenta
zastupljena sa > 10 %)
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1.4.3. Molekularna obiljezja

Izlaganje bronhalne sluznice duhanskom dimu u puSaca rano izaziva inaktivaciju tumor
supresorskih gena na kratkom kraku kromosoma 3 u respiratornom epitelu pa se tzv. ,,efektom
polja“ mutageniziraju velika podrucja respiratorne sluznice. Na tom ,, plodnom tlu“ daljnjim
djelovanjem karcinogena akumuliraju se dodatne mutacije koje dovode do kasnih mutacija
gena TP53 1 KRAS 1 nastanka karcinoma (26). Poznato je da 10% -15% adenokarcinoma pluca
u bijele rase 1 30% - 60% u Azijata ima aktivirajuéu EGFR mutaciju koja potice signalni put
preko RAS, PIK3 i drugih signalnih molekula i time omoguéava nekontrolirano umnaZzanje
zlo¢udnih stanica i izbjegavanje apoptoze (27). Aktivirajuéi receptor se moze blokirati
inhibitorom tirozin kinaze (engl. thyrosine kinase inhibitor — TKI), §to polucuje povoljan,
iako privremen terapijski odgovor (28). U adenokarcinomu pluca su rjede zastupljene, u 4%-
6% slucajeva, aktiviraju¢e mutacije ALK, ROSI, HER2, BRAF i MET za koje postoje
specificni TKI-i te mutacije RET, PIK3CA, NTRKI i NRGI (26). U ostalim tipovima
karcinoma pluc¢a jo§ se istrazuju moguci ciljani lijekovi. Medu puSacima su ceS¢e KRAS i
BRAF mutacije, a medu nepusacima EGFR, ALK, ROS1 i ERBB2 mutacije, $to ukazuje na
razliCite signalne puteve u nastanku adenokarcinoma pluca u pusaca i nepusaca (29).
Identifikacija molekularnih mehanizama karcinogeneze te njihovih biljega je vazna radi
usmjerenog protutumorskog lijecenja, odnosno utvrdivanja terapijskih protokola za bolesnike
s istim molekularnim obiljeZjima tumora. Medunarodnom suradnjom tri udruZenja, CAP
(College of American Pathologists), IASLC (International Association for the Study of Lung
Cancer) 1 AMP (A4ssociation for Molecular Pathology) 2013. godine donesene su smjernice u
kojima se preporuca refleksno testiranje aktiviranih mutacija EGFR 1 ALK radi ciljanog
lijecenja proSirenog adenokarcinoma plu¢a odgovaraju¢im TKI-ima (28). Smjernicama je
dodana preporuka za refleksno testiranje aktivirane mutacije ROSI, 2018. godine, za koju
postoji TKI terapija pa se danas obvezno testira tzv. ,,velika trojka” - EGFR, ALK i ROSI
(30). Iste godine smjernice je prihvatilo Udruzenje europskih onkologa, ESMO (European
Society for Medical Oncology) i zajedno s Udruzenjem kineskih onkologa (Chinese Society of
Clinical Oncology) izdalo Pan-Asian smjernice za rutinsko testiranje svih uznapredovalih
neskvamoznih NSCLC na EGFR, ALK, ROSI i BRAF mutaciju. U proSirenom panelu
savjetuje se testirati aktivirajuée mutacije KRAS, HER2, PIK3CA, MET i RET (31). Rijetko
adenokarcinomi imaju HER2 amplifikaciju/mutaciju ili MET amplifikaciju/mutaciju exona 14

koja se moze lijeciti tirozin kinaznim inhibitorom. Danas se u najopremljenijim laboratorijima
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metodom NGS (engl. next generation sequencing), na biopticCkom uzorku ili iz tekuce biopsije
radi sveobuhvatni test na osam onkogena, odnosno prediktivnih biljega (EGFR, ALK, ROSI,
BRAF, MET, HER2, RET i KRAS) od kojih za Sest postoji ciljana terapija TKI-ima (slika 2)
(32).

Slika 2: Genske mutacije u adenokarcinomu pluca i njihova ucestalost (modificirano prema
ref. 32)

B MET
3%

B >1 mut
3%

EGFR (engl. epidermal growth factor receptor) je gen za receptor epidermalnog ¢imbenika
rasta. Njegov produkt je transmembranski glikoprotein koji pripada skupini receptora protein-
tirozin kinaze 1 sudjeluje u regulaciji stanicne proliferacije i apoptoze. Aktivacijska mutacija
EGFR ima vaznu ulogu u karcinogenezi i tumorskoj progresiji jer rezultira nekontroliranom
stanicnom proliferacijom, aktivacijom transkripcije, inhibicijom apoptoze, tumorskom

angiogenezom i metastaziranjem (33). Aktivacijska mutacija EGFR utvrdena je u 10% - 15%
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adenokarcinoma plu¢a u bijele rase 1 30% - 60% Azijata, ¢eS¢e u Zena 1 nepusaca (27).
Aktivacijske mutacije EGFR-a su prediktivne za terapijski odgovor na TKI-e (osimertinib,
gefitinib, erlotinib, afatinib). U 90% slucajeva radi se o deleciji na egzonu 19 i supstitucijskoj
mutaciji na egzonu 21 na kodonu 858 (L858R), a u preostalih 10% slucajeva nalaze se rjede
supstitucijske mutacije na egzonu 18 na kodonu 719 (G719X) i1 duplikacije i insercije na
egzonu 20 (32). Medutim, 8-16 mjeseci od pocetka lijeCenja u vecine bolesnika se javlja
steCena rezistencija i dolazi do progresije bolesti. Naj¢es¢i mehanizam, u 60% slucajeva, je
sekundarna supstitucijska mutacija u egzonu 20 EGFR (T790M), zbog koje je treonin
zamijenjen metioninom na poziciji 790. Bolesnici s tom dokazanom mutacijom u drugoj liniji
nastavljaju lijeCenje TKI-ima EGFR nove generacije, osimertinibom, ako njime nisu lijeeni u
prvoj liniji. Ako jesu, ili mutacija nije dokazana, lijeCenje se nastavlja kemoterapijom ili
kemoterapijom u kombinaciji s imunoterapijom (32,34,35). Rjedi uzroci rezistencije na TKI-e
su pretvorba adenokarcinoma u sitnostani¢ni karcinom u 14% slucajeva, epitelno-
mezenhimalna pretvorba ili aktivacija alternativnih stani¢nih signalnih putova zbog c-MET
amplifikacije u 5% slu€ajeva, HER2 amplifikacije u 8% 1 mutacije PIK 3C u 5% slucajeva
(15).

ALK-translokacija se nalazi u 2% - 6% adenokarcinoma pluca; bolesnici su ¢e$¢e u mladoj
odrasloj dobi i nepuSaci. Transkromosomska translokacija (inverzija) gena ALK (engl.
anaplastic lymphoma kinase) 1 EML4 (engl. echinoderm microtubule - associated protein -
like 4) na kromosomu 2 stvara EML4-ALK fuzijski gen Ciji citoplazmatski protein ima tirozin
kinaznu aktivnost i potice rast tumora (27). U praksi je imunohistokemijska analiza izrazaja
ALK prihvacena kao ekvivalent fluorescentnoj in situ hibridizaciji, zlatnom standardu za
dokazivanje EML4-ALK (slika 3) (30). U terapiji bolesnika s ALK-translokacijom
preporucuje se u prvoj liniji primjena TKI-a ALK kao Sto su alectinib, crizotinib, ceritinib i
brigatinib (35). Unato¢ odlicnom terapijskom odgovoru, nakon nekog vremena dolazi do
rezistencije na TKI i progresije bolesti kada se lijeCenje treba nastaviti TKI-om nove
generacije, lorlatinibom. Mehanizmi rezistencije su sekundarne mutacije u domeni tirozin
kinaze ALK, naj¢es¢e L1196M mutacija, zatim amplifikacija ALK 1 pojava novih pogonskih
onkogena poput mutacije EGFR 1 KRAS (36).

ROSI-translokacija je rezultat zamjene lokusa ROS/ i mnogih drugih gena. ROSI tirozin
kinaza spada u porodicu inzulinskih receptora i strukturno je sli¢na tirozin kinaznoj domeni

ALK. Aktivacijom ROS1 fuzijskih tirozin kinaznih domena dolazi do signalne kaskade koja
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aktivira MAPK 1 AKT signalni put, Sto poti¢e stani¢nu proliferaciju 1 druge tumorogene
ucinke. ROS1 protein se dijagnosticira imunohistokemijski i potvrduje primjenom FISH
metode. ROS1-translokacija pojavljuje se u 3% NSCLC, naj¢eS¢e mladih 1 nepusaca i
prediktor je osjetljivosti na TKI ALK, crizotinib (37). Ako dode do rezistencije na crizotinib i

sistemske progresije bolesti, lijeCenje se nastavlja lorlatinibom, TKI-om nove generacije (35).

. H. ..... S y .I:J . *1 - _-_-'-"!::" .-: ._.u
Slika 3. Imunohistokemijski izrazaj ALK pozitivnog adenokarcinoma plu¢a (ALK/HRP 200x)

1.5.  TNM KLASIFIKACIJA KARCINOMA PLUCA I STADIJI BOLESTI

U opisu anatomske prosirenosti karcinoma pluca koristi se TNM klasifikacija i svrstavanje u
stadije na temelju kojih se planira terapijski protokol i moZe prognozirati klini¢ki tijek bolesti.
Zajedni¢kim naporima Medunarodne unije za borbu protiv raka (eng. Union for International
Cancer Control - UICC), Americkog drustva za rak (eng. American Joint Committee on
Cancer - AJCC) 1 Medunarodnog udruzenja za prouCavanje raka plu¢a (eng. The
International Association for the Study of Lung Cancer - IASLC) uspostavljena je TNM

klasifikacija pomocu koje se za svaki karcinom plu¢a moZe odrediti stadij bolesti (38).

TNM Kklasifikacija karcinoma plu¢a prema posljednjem, 8. izdanju je prikazana u tablici 2

(38).
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Tablica 2. Deskriptori primarnog tumora, regionalnih limfnih ¢vorova i udaljenih presadnica

prema 8. TNM klasifikaciji karcinoma pluca (38)

Primarni tumor (T)

TX Primarni tumor nije moguce utvrditi ili je dokazan prisutno$¢u zlo¢udnih stanica u
iskasljaju ili bronhalnom ispirku, ali se ne moze vizualizirati slikovnim pretragama ili
bronhoskopijom

TO Nema dokaza primarnog tumora

Tis Karcinom in situ

T1 Tumor < 3 cm u najveéem promjeru, okruzen plu¢em ili visceralnom pleurom, bez
bronhoskopski vidljivog Sirenja proksimalnije od lobarnog bronha

T1mi Minimalno invazivni karcinom

Tla Tumor < 1 cm u najve¢em promjeru

T1b Tumor > 1 cm, ali <2 cm u najve¢em promjeru

Tlc Tumor > 2 c¢m, ali <3 cm u najve¢em promjeru

T2 Tumor > 3 c¢m, ali <5 cm u najve¢em promjeru ili tumor s nekim od sljedecih obiljezja:
zahvaca glavni bronh neovisno o udaljenosti od karine, ali bez Sirenja na karinu ili
zahvaca visceralnu pleuru ili uzrokuje atelektazu ili opstruktivni pneumonitis koji se Siri
u hilarnu regiju zahvacajuéi dio pluca ili cijelo pluce

T2a Tumor > 3 cm, ali <4 cm u najve¢em promjeru

T2b Tumor >4 cm, ali <5 cm u najveéem promjeru
Tumor > 5 cm, ali < 7 cm u najve¢em promjeru ili prisutnost odvojenih tumorskih

T3 ¢vorova u istom reznju kao i primarni tumor ili tumor koji direktno zahvaca bilo koju od
ovih struktura: stijenku prsnog koSa (ukljucujuéi parijetalnu pleuru i tumore gornjeg
sulkusa), frenicki zivac, parijetalni perikard
Tumor > 7 cm u najve¢em promjeru ili prisutnost odvojenih tumorskih ¢vorova u

T4 razli¢itom reznju ipsilateralnog plu¢a kao i primarni tumor, ili tumor koji direktno

zahvaca bilo koju od ovih struktura: o$it, medijastinum, srce, velike krvne Zile, traheju,
nervus laryngeus recurrens, jednjak, kraljeznicu i karinu

Regionalni limfni ¢vorovi (N)

Nx Nije moguce procijeniti zahvac¢enost limfnih ¢vorova

NO Bez presadnica u limfne ¢vorove

N1 Presadnice u ipsilateralne peribronhalne i/ili ipsilateralne hilarne limfne ¢vorove i
intrapulmonalne ¢vorove, ukljucujuéi i izravno Sirenje

N2 Presadnice u ipsilateralne medijastinalne i/ili subkarinalne limfne ¢vorove

N3 Presadnice u kontralateralne medijastinalne, kontralateralne hilarne, ipsilateralne ili

kontralateralne skalenske ili supraklavikularne limfne ¢vorove
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Udaljene presadnice (M)

Mo Bez udaljenih presadnica

M1 Prisutne udaljene presadnice

Mila Odvojeni tumorski ¢vor/¢vorovi u kontralateralnom reznju; pleuralni tumorski ¢vor/cvorovi
ili maligni pleuralni ili perikardijalni izljev

Mi1b Pojedinacna presadnica izvan toraksa

Mlec Visestruke presadnice izvan toraksa u jedan ili viSe organa

Razlike prema prethodnom 7. izdanju TNM Kklasifikacije su prikazane u tablici 3 (39).

Tablica 3. Razlike u deskriptorima izmedu 7. i 8. izdanja TNM Kklasifikacije karcinoma pluca

(38,39)

Deskriptor 7. izdanje 8. izdanje
T komponenta

0 cm (lepidicni adenokarcinom  Tla<2cm; Tlb>2-3 cm Tis (AIS)
<3 cm)

< 0.5 cm velicina invazije Tla<2cm; T1b>2-3 cm T1mi
(predominantno lepidi¢ni

adenokarcinom < 3 cm)

<lcm Tla Tla
>1-2 cm Tla Tlb
>2-3 cm Tlb Tlc
>3-4 cm T2a T2a
>4-5cm T2a T2b
>5-7cm T2b T3

>7 cm T3 T4
Bronh <2 cm od karine T3 T2
Totalna atelektaza/pneumonitis T3 T2
Totalna atelektaza/pneumonitis T3 T4
Invasija medijastinalne pleure T3 -

N komponenta

Ne nalaze se, nisu zahvaceni, ili
regionalni limfni ¢vorovi su
zahvaceni

NX, NO, N1, N2, N3

Bez promjena

M komponenta

Presadnice unutar prsnog kosa Mla Mla
Pojedinacna ekstratorakalna MIlb Milb
presadnica

Multiple ekstratorakalne Mlb Milc

presadnice

AIS- adenocarcinoma in situ  mi- minimalno invasivni adenokarcinom Tis- tumor in situ
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Stadiji bolesti odreduju se na temelju TNM Kklasifikacije, odnosno karakteristika primarnog

tumora (T), statusa limfnih ¢vorova (N) i statusa udaljenih presadnica (M) (tablica 4).

Tablica 4. Stadiji karcinoma pluca prema 8. TNM klasifikaciji (38)

Stadij bolesti Primarni tumor Regionalni limfni Udaljene metastaze
(T ¢vorovi (N) ™M)
Okultni karcinom TX NO MO
Stadij 0 Tis NO MO
Stadij [ Al Tlmi, Tla NO MO
Stadij [ A2 T1b NO MO
Stadij I A3 Tlc NO MO
Stadij I B T2a NO MO
Stadij IT A T2b NO MO
Stadij II B Tla-c, T2a,b N1 MO
T3 NO MO
Stadij IIT A Tla-c, T2a,b N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO,N1 MO
Stadij III B Tla-c, T2a,b N3 MO
T3, T4 N2 MO
Stadij III C T3, T4 N3 MO
Stadij IV A Bilo koji T Bilo koji N Mla, M1b
Stadij IV B Bilo koji T Bilo koji N Milc

Prije odluke multidisciplinarnog tima o terapiji, treba procijeniti opcée tjelesno stanje
bolesnika na ljestvici ECOG (eng. Eastern Cooperative Oncology Group) (40). Kriteriji su

prikazani u tablici 5.
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Tablica 5. ECOG ljestvica opcéeg tjelesnog stanja bolesnika (40)

Stadij ECOG

0 Bolesnik potpuno aktivan, sposoban obavljati bez ikakvih poteskoc¢a sve aktivnosti

kojima se bavio i prije bolesti.

1 Simptomatski, ali potpuno ambulantni bolesnik. Ogranicen je u tezim fizickim
aktivnostima, ali sposoban nastaviti posao koji je sjedilacki i nije pretjerano

zahtjevan, kao §to su lagani kucanski poslovi ili uredski posao.

2 Ambulantni bolesnik koji je sposoban sam se brinuti za sebe, ali je nesposoban
izvrSavati bilo kakve radne aktivnosti; vise od 50% vremena koje provodi budan,

nije ogranic¢en za krevet ili stolac.

3 Bolesnik djelomic¢no sposoban brinuti se za sebe i ogranicen na krevet ili stolac vise

od 50% vremena koje provodi budan.

4 Potpuno onemogucen bolesnik koji se ne moze brinuti za sebe i u potpunosti je

ogranicen na krevet ili stolac.

5 Mrtav.

1.6. LIJECENJE ADENOKARCINOMA PLUCA

1.6.1. Razvoj terapije karcinoma pluca

Devedesetih godina proslog stoljeca terapijske moguénosti za lijeCenje uznapredovalog
karcinoma plu¢a bile su vrlo ograni¢ene, a medijan prezivljenja 2 - 4 mjeseca (41).
Uvodenjem kemoterapije temeljene na platini (cisplatin i karboplatin) u kombinaciji s
taksanima (paklitaksel, docetaksel), antimetabolitima (gemcitabin) ili vinka alkaloidima
(vinblastin i vinorelbin), zna¢ajno se poboljSalo prezivljenje bolesnika i dosegnut je ,,plato*
medijana preZivljenja od 10 mjeseci. Ti lijjekovi su i1 danas ,zlatni standard“ za veéinu
oboljelih od karcinoma pluca (43). Antimetabolit pemetreksed je uveden 2008. za lijecenje

uznapredovalog neskvamoznog NSCLC, nakon ¢ega je medijan prezivljenja produljen na 12
mjeseci (44). Bevacizumab je rekombinantno humanizirano monoklonsko protutijelo koje

sprjeCava tumorsku angiogenezu inhibiranjem VEGF-1 (engl. vascular endothelial growth
factor-1) (45). Odobren je 2006. za lijeCenje adenokarcinoma pluca, jer je utvrdeno

produljenje ukupnog prezivljenja za dva mjeseca u bolesnika lijecenih kombinacijom
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bevacizumaba 1 karboplatine/paklitaksela u odnosu na bolesnike lijeCene karboplatinom
/paklitakselom. Bevacizumab je kontraindiciran u bolesnika koji imaju karcinom plocastih
stanica, hemoptizu, kardiovaskularnu bolest, nekontroliranu hipertenziju i koagulopatiju (45).

Terapija adenokarcinoma je revolucionarno izmijenjena nakon otkri¢a TKI-a koji omogucuju
ciljanu terapiju bolesnika s aktiviraju¢om mutacijom gena ukljucenih u karcinogenezu (46).
Za primjenu TKI-a nuzno je dokazati aktivacijsku, pogonsku (engl. driver) mutaciju u
zlo¢udnim stanicama pa je, prije odluke o terapiji, nuzno refleksno geneticko testiranje
adenokarcinoma u biopticCkom uzorku. GenetiCka istrazivanja adenokarcinoma pluéa su
dovela do otkri¢a mnogih pogonskih mutacija i paralelno s tim razvoja lijekova koji ih ciljano
inhibiraju (tkz. companion biomarkers) ¢ime su postavljeni temelji precizne, ciljane medicine.
Prakti¢an primjer je obvezno refleksno testiranje EGFR 1 ALK mutacija u adenokarcinomu
pluca i mogucnost lijeCenja specificnim TKI-om. Takvim lije¢enjem se poboljSala kvaliteta
zivota, produljilo vrijeme bez progresije bolesti i ukupno prezivljenje od 10 mjeseci u
bolesnika lijeCenih kemoterapijom, na 2-5 godina u bolesnika s EGFR mutacijom lije¢enih
TKI-ima EGFR, odnosno do 7 godina za bolesnike s ALK mutacijom lijje¢enih TKI-ima ALK
(46).

Unatrag desetak godina, provedena su brojna istrazivanja o ulozi imunoloSkog sutava u
karcinogenezi. Tumori uspijevaju izbje¢i nadzoru imunoloskog sustava, rasti 1 metastazirati.
Boljem razumijevanju mehanizama regulacije imunoloskog sustava doprinijelo je otkrice
imunoloskih kontrolnih to¢aka vezanih uz PDI1 (engl. programmed death 1)1 PD-L1 (engl.
programmed death-ligand 1) na membrani stanica imunoloSkog sustava, odnosno zlo¢udnih
stanica (47). Paralelno s njihovim otkri¢em komercijalno su razvijena monoklonska IgG
protutijela koja inhibiraju imunoloSke kontrolne tocke: nivolumab, pembrolizumab i
atezolizumab. Primjenjuju se u imunoterapiji uznapredovalog NSCLC s pozitivnim izrazajem
PD-L1 na zlo¢udnim stanicama u bolesnika koji nemaju specificne mutacije pogodne za
lijecenje TKI-ma, u dobrom su klini¢kom stanju (eng. perfomance status - PS 0-2), nisu na
imunosupresivnoj terapiji 1 ne boluju od autoimune bolesti (35). Status PD-L1 se testira
imunohistokemijski standardiziranim postupkom i izraZava postotkom pozitivne membranske
obojenosti na 100 zlo¢udnih stanica (0%, 1%-49%, >50%,) (47). Pembrolizumab se pokazao
iznimno ucinkovit u lije€enju bolesnika s visokom izrazajem PD-L1 (PD-L1 >50%). Danas
znamo da S§to je visi izrazaj PD-L1, bolji je odgovor na imunoterapiju, ali i da bolesnici s

negativnim izraZzajem PD-L1 mogu dobro odgovoriti na lije¢enje. Zbog toga je nuzno pronaci
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novi prediktivni ¢imbenik imunoterapije (48). Nekoliko studija je ukazalo na nezavisnu
prediktivnu vaznost odredivanja zbroja mutacija u tumoru (engl. tumor mutational burden -
TMB) metodom NGS; §to je TMB bio veci, odgovor na imunoterapiju je bio bolji i nije bio
sukladan s izrazajem PD-L1 na tumorskim stanicama (49).

Inicijalni plan lijeCenja za svakog bolesnika s adenokarcinomom plu¢a donosi
multidisciplinarni tim specijalista (onkolog, pulmolog, patolog, kirurg i radioterapeut) na
temelju patohistoloske/citoloske dijagnoze, PD-L1 statusa, mutacija EGFR, ALK i ROSI,
stadija bolesti, procjene ECOG statusa i komorbiditeta (32).

1.6.2. Lijecenje bolesnika s lokaliziranom/lokalno uznapredovalom bolescu

U bolesnika sa stadijem bolesti I 1 II terapija izbora je kirurSki zahvat. Lobektomija
(optimalno) ili pulmektomija imaju prednost pred segmentektomijom ili klinastom
resekcijom. Zbog potencijalnih metastaza u ipsilateralne limfne ¢&vorove (N1 1 N2)
preporucuje se potpuna resekcija limfnih ¢vorova medijastinuma (50). Nakon kirurSkog
lijeenja potrebno je provesti adjuvantnu kemoterapiju temeljenu na platini u bolesnika sa
stadijem bolesti IB, IIA, 1IB i IIIA. U odredenim slucajevima potrebno je kemoterapiju
kombinirati sa sekvencijskom ili konkomitantnom radioterapijom (51). Za bolesnike sa
stadijem IIIA preporucuje se provesti neoadjuvantnu kemoterapiju temeljenu na platini prije
eventualnog kirurskog zahvata. Ako bolesnik nije kandidat za kirurski zahvat, treba primiti
primarnu konkomitantnu kemoradioterapiju (52). Ako bolesnik sa stadijem bolesti I ili II zbog
komorbiditeta ne moze podnijeti kirurSki zahvat 1 resekciju pluca, u obzir dolazi radikalna
radioterapija tumora, odnosno kemoradioterapija (53). U bolesnika sa stadijem bolesti I11IB

najbolji rezultat se postiZze primjenom konkomitantne kemoradioterapije (14).

1.6.3. Sistemska terapija bolesnika s prosirenom bolesc¢u

Bolesnicima s proSirenim adenokarcinomom bez aktivacijskih mutacija 1 s negativnim
izrazajem PD-L1, a koji su dobrog opceg stanja, daje se u prvoj liniji sistemska kemoterapija
temeljena na platini i bevacizumab. Ukoliko se postigne parcijalni odgovor na terapiju ili
stabilna bolest, daje se monoterapija odrzavanja pemetreksedom (32). U bolesnika s
aktivacijskom mutacijom EGFR-a u prvoj liniji lije€enja preporucuje se primjena TKI-a
EGFR (osimertiniba, erlotiniba, afatiniba ili gefitiniba). Ako bolest progredira, treba u

rebiopsiji tumora ili iz tumorskih stanica u krvi bolesnika (engl. liquid biopsy) uraditi test na
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rezistentnu T790M mutaciju. Ukoliko je prisutna, preporucuje se terapija osimertinibom, ako
bolesnik nije njime primarno lijecen (35). U bolesnika s ALK-translokacijom u prvoj liniji
preporucuje se lijecenje crizotinibom, alektinibom, brigatinibom ili ceritinibom, a kod pojave
sistemske progresije bolesti, nastavlja se lijecenje lorlatinibom. Bolesnici s dokazanom ROS/
mutacijom u prvoj liniji lijece se crizotinibom, entrectinibom ili ceritinibom (35). Bolesnicima
s proSirenim karcinomom 1 bez aktiviraju¢ih mutacija kojima je imunohistokemijski dokazan
PD-L1 u >50% zlo¢udnih stanica preporucuje se lijeCenje u prvoj liniji imunoterapijom,
pembrolizumabom, ili ako je dokazan PD-L1 u <50% zlo¢udnih stanica lijecenje

kemoterapijom temeljenoj na platini u kombinaciji s imunoterapijom (35).

1.7. ERCCI ( engl. excision repair cross-complementation group 1)

1.7.1. Definicija i znacaj u prognozi i predikciji karcinoma pluc¢a

U kemoterapiju temeljenu na platini spadaju spojevi metala platine, cisplatin i njegov derivat
karboplatin. Cisplatin je u plazmi neaktivana molekula, a unutar stanice otpusta dva iona klora
1 postaje reaktivna elektrofilna molekula koja stvara kovalentne veze s velikim molekulama i
DNA (54). Stvaranje platina-DNA adukata (monoadukata, intra- i1 interlan¢anih i DNA-
protein umrezenja) ometa funkciju DNA, inhibira tumorsku proliferaciju 1 uzrokuje stani¢nu
smrt. Platina-DNA monoadukte i1 unutarlan¢ane mreZe popravlja sustav  NER (engl.
nucleotide excision repair), a spojeve medu lancima popravlja NER i sustav homologne
rekombinacije (55).

Kemoterapija temeljena na platini nije jednako ucinkovita u svih bolesnika, Sto je potaklo
istrazivanja mogucih prediktivnih ¢imbenika medu kojima je najizgledniji ERCC1 (56,57).
ERCCI je produkt gena ERCC1 na kromosomu 19 i jedan od 30-tak enzima NER sustava koji
izrezivanjem nukleotida popravljaju DNA. ERCCI1 s XPF (engl. xeroderma pigmentosum
group X), zvanom 1 ERCC4, stvara heterodimer ERCC1-XPF koji djeluje kao endonukleaza
specificna za strukturu. Njegovo konstitucionalno slabije djelovanje se nalazi u bolestima
pigmentirana kseroderma, sindrom Cockayne i trihotiodistrofija. Kompletna delecija ERCCI
u ljudi nije nadena, a u transgeni¢nih misSeva nije spojiva sa zivotom (58). ERCC1 je glavni
enzim koji sudjeluje u popravku ostecenja DNA uzrokovanog kemoterapijom temeljenoj na

platini pa se pretpostavlja da njegova aktivnost utjece na ucinak terapije. Uzroci koji mogu
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dovesti do smanjenog izrazaja ERCC1 su heterozigotna delecija, jednonukleotidni
polimorfizam (engl. single-nucleotide polymorphism - SNP) ili hipermetilacija promotora
ERCCI1 koja uzrokuje smanjenu razinu mRNA i proteina ERCC1 (59). Prema podatcima iz
literature, slab ili negativan izrazaj ERCC1 je naden u 35% - 69% NSCLC, rjede u
adenokarcinomu nego u karcinomu plocastih stanica, u 84% - 100% kolorektalnih karcinoma,
30% karcinoma Zeluca, 38% glioma, 64% karcinoma mokraénog mjehura, 80% epitelnih
karcinoma jajnika i testisa (60, 61). Terapijski odgovor na kemoterapiju temeljenu na platini
bolji je u karcinoma sa slabim izrazajem ERCCI1. Primjerice, karcinomi testisa i jajnika koji
naj¢es¢e imaju slabi ili negativni izrazaj ERCCI, izrazito su osjetljivi na kemoterapiju
temeljenu na platini (62, 63), a minimalni odgovor na tu terapiju imaju NSCLC i karcinomi

glave 1 vrata, u kojih je jaki izrazaj ERCCI (64, 65).

1.7.2. Problematika interpretacije ERCCI

Kemoterapija temeljena na platini je standardna terapija za bolesnike s adenokarcinom pluca
u uznapredovalom stadiju bolesti bez aktivacijskih mutacija i s negativnim izrazajem PD-L1 u
zlo¢udnim stanicama. U operabilnih bolesnika kemoterapija temeljena na platini se
primjenjuje neoadjuvantno ili adjuvantno nakon operacijskog zahvata (35). Nezeljene
posljedice kemoterapije nastaju zbog neselektivnog djelovanja citostatika koji, osim uc¢inka na
tumor, djeluju 1 na zdrave stanice, osobito one koje se brzo dijele (54). S obzirom da u nekih
bolesnika kemoterapija temeljena na platini ima slab ucinak ili je bez povoljnog ucinka, bilo
bi vazno identificirati pouzdane prediktivne ¢imbenike na osnovu kojih bi se mogli izdvojiti
bolesnici kojima ¢e ta terapija biti u€inkovita od onih kojima nece i tako izbjeci nepotrebnu
toksi¢nost. ERCCI1 je u karcinomu plu¢a proucavan kao jedan od mogucih prognostickih i
prediktivnih ¢imbenika kemoterapije temeljene na platini, ali su rezultati dosadasnjih studija
nekonzistentni. U nekoliko retrospektivnih studija i meta analiza utvrdena je povezanost jakog
izrazaja ERCCI s loSom prognozom i rezistencijom na kemoterapiju temeljenoj na platini (55,
64). Nasuprot tome, u nekoliko retrospektivnih i malom broju prospektivnih studija nije
utvrdena povezanost izmedu izrazaja ERCC1 1 opceg prezivljenja (66,67,68).

Za evaluaciju ERCC1 koriste se razliCite metode. ERCCI se moze analizirati
imunohistokemijski 1 metodom molekularne genetike, odnosno lan¢anom reakcijom
polimeraze u realnom vremenu (engl. real time-polymerase chain reaction - rtPCR). U jezgri

postoje cetiri izoforme ERCCI, 201 - 204, od kojih je samo izoforma 202 ukljucena u
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popravak platina-DNA adukata (69). Ni jedno od komercijalnih primarnih protutijela ne
omogucuje diferencijaciju izmedu Cetiri izoforme ERCCI, $§to moze pridonjeti
nekonzistentnoj procjeni imunohistokemijskog izrazaja ERCCI1 (70). Smith i suradnici su
2014. godine analizirali protutijelo ERCC1 klon 4F9 i ocijenili ga najspecifi¢nijim, jer njegov
izrazaj u tumoru dobro korelira s rezultatima molekularne genetike (71). Osim toga,
podudarnost medu patolozima u subjektivoj procjeni izrazaja ERCCI1 nije visoka te postoje
razlike u nacinu odredivanja vrijednosti kojom se razlucuje slabi od jakog izrazaja ERCCI.
Ozdermir i suradnici navode kako je nekonzistentnost ERCC1 kao prognostickog ¢imbenika
posljedica neujednacene metodologije kojom se odreduje i preporucavaju usporedbu onih
rezultata koji su dobiveni istom metodom (67). Bolje validirani postupak za procjenu statusa
ERCCI1 je odredivanje mRNA ERCC1 u tumorskom tkivu rtPCR metodom. U prospektivnim
studijama je ERCC1 mRNA najprije bio izoliran iz parafinskih blokova tumorskog tkiva
fiksiranog u formalinu. Formalin oSte¢uje mRNA, pa se uzorak kasnije poceo uzimati iz
svjezeg tkiva ili nakon skracene fiksacije, kako bi se smanjio broj lazno negativnih nalaza
(72). Pretklinicke 1 klini¢ke studije ukazuju da inhibicija enzima ERCC1 moze sprijeciti
popravak DNA uzrokovan kemoterapijom temeljenoj na platini i tako poboljsati odgovor
bolesnika na terapiju (73,74). Carter i1 suradnici, u radu iz 2018. godine, smatraju da je
ERCCI1 vrijedan prediktivni pokazatelj kojem vaznost ne osporava pojava TKI-a i nove
imunoterapijske paradigme (75). S obzirom da ERCC1 izraZzava endonukleazu koja je klju¢na
za popravak platina-DNA adukata, jaki izrazaj ERCC1 u adenokarcinomu pluca bi trebao biti
nepovoljan prediktivni pokazatelj kod bolesnika lije€enih kemoterapijom na temelju platine.

Iz toga slijedi da bi u maloj biopsiji adenokarcinoma pluc¢a, uz TTF-1/Napsin A i analizu
EGFR 1 ALK statusa bilo korisno analizirati imunohistokemijski izrazaj ERCCI1, temeljem
kojeg bi u svakodnevnoj klinickoj praksi mogli razdvojiti bolesnike u razli¢ite prognosticke 1

prediktivne podskupine i time pridonijeti individualiziranoj terapiji bolesnika.
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2. HIPOTEZE I CILJEVI
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HIPOTEZE

1. Imunohistokemijski izrazaj ERCC1 ima prognosticki znacaj i slab izrazaj ERCCI1 je

povoljan prediktivni pokazatelj za lijeCenje kemoterapijom temeljenoj na platini.

2. Pozitivan imunohistokemijski izrazaj TTF-1 i/ili Napsina A je povoljan prognosticki

pokazatelj.

GLAVNI CILJEVI

1. Usporediti prezivljenje ispitanika s adenokarcinomom pluéa lijeCenih kemoterapijom
temeljenoj na platini u odnosu na imunohistokemijski izrazaj ERCCI1.

2. Istraziti mogu li se imunohistokemijski izrazaj TTF-1, Napsina A i ERCCI1 u uzorcima
bronhoskopske biopsije adenokarcinoma pluc¢a koristiti kao prognosticki biljezi,
usporedbom imunohistokemijskog izrazaja TTF-1, Napsina A i ERCC1 s klinickim
pokazateljima (dob, spol, pusenje, ECOG status, stadij bolesti, veli¢ina tumora, status

limfnih ¢vorova i postojanje udaljenih presadnica) i prezivljenjem.

SPOREDNI CILJEVI

1. Usporediti podtipove adenokarcinoma pluca (lepidicki, acinarni, papilarni, solidni) s
klinickim pokazateljima (dob, spol, puSenje, ECOG status, stadij bolesti, veli¢ina tumora,
status limfnih ¢vorova i postojanje udaljenih presadnica), imunohistokemijskim izraZajem
TTF-1, Napsina A, ALK i ERCC1 i EGFR statusom analiziranim rtPCR metodom.

2. Usporediti povezanost mutacije EGFR sa svim promatranim varijablama.

3. Istraziti povezanost svih promatranih varijabli s prezivljenjem.
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3. ISPITANICI I METODE
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3.1. Ispitanici

U istrazivanje je uklju¢eno 253 ispitanika s adenokarcinomom pluca ¢iji je biopticki materijal
dobiven bronhoskopski i susljedno analiziran na Klinickom zavodu za patologiju, sudsku
medicinu i citologiju KBC-a Split od 1. sije¢nja 2013. do 31. prosinca 2015. godine. Ispitanici
su lijeceni na Odjelu za pluéne bolesti KBC-a Split kemoterapijom temeljenoj na platini koja
je, ovisno o stadiju bolesti i1 klinickom statusu, bila kombinirana s operativnim zahvatom ili
radioterapijom. Ispitanicima je dijagnoza adenokarcinoma pluca postavljena na osnovu
histoloske slike i imunofenotipa kad je bio: a) pozitivan izrazaj CK7 i TTF-1 i/ili Napsin A, a
negativan izrazaj p40 i/ili CK5/6/p63, b) kad je bio pozitivno izrazen CK7, negativni biljezi
povezani s metastatskim karcinomom 1 nalazi klinicke obrade upucivali na primarni rak pluca.
Podatci o klinickom stadiju bolesti dobiveni su iz povijesti bolesti i klasificirani prema 7.
klinickoj TNM Kklasifikaciji (39). Iz studije su iskljuceni ispitanici kojima je dijagnoza
postavljena transtorakalnom biopsijom, u kojih je biopti¢ki materijal dobiven operacijom
adenokarcinoma pluca ili presadnice plu¢nog adenokarcinoma, koji su primali samo
simptomatsko-potpornu terapiju i ispitanici koji su nakon patohistoloSke dijagnoze nastavili
lijecenje u drugoj ustanovi. Takoder, iz studije su iskljuceni ispitanici s adenoskvamoznim
karcinomom (TTF-1 i p40 pozitivni ili CK7 1 p40/p63/iCK5/6 pozitivni). Ukupno
prezivljenje je pra¢eno od datuma bronhoskopske biopsije do datuma smrtnog ishoda, ili

zaklju¢no do 31. svibnja 2017. godine kad je odreden status ispitanika (ziv/mrtav).

3.2. Metode

Bojenje preparata indirektnom imunohistokemijskom metodom uradeno je u Laboratoriju za
imunohistokemiju Klini¢kog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju u automatskom
bojac¢u Ventana Ultra Benchmark (Ventana, Tuscon, Arizona). Iz parafinskih blokova izrezani
su preparati debljine 5 um, strojno priredeni za imunohistokemiju standardnim postupkom i
inkubirani s monoklonskim misjim protutijelima na TTF-1 (1:100), Napsin A (1:200) odnosno
ERCCI1 (4F9, spremno za upotrebu) (svi reagensi DAKO, Glostrup, Danska). Imunoreakcija je
vizualizirana pomoc¢u 1View DAB detekcijskog kita (Ventana, Tuscon, Arizona). Za
imunohistokemijsko testiranje ALK upotrijebljeno je kuni¢je monoklonsko protutijelo ALK
(D5F3, Ventana, Tuscon, Arizona) i OptiVieW detekcijski amplifikacijski kit u automatskom
bojacu Ultra Benchmark (Ventana, Tuscon, Arizona). 1z istog parafinskog bloka izrezan je rez
debljine 15 um za molekularnu analizu EGFR mutacije metodom rtPCR. Za pripremu uzoraka i

izoliranje DNK koristen je Cobas Sample Preparation Kit (Roshe, Basel, Svicarska).
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Molekularna analiza EGFR uradena je COBAS EGFR Mutacijskim Testom (Roche, Basel,
Svicarska).

Pozitivan izrazaj TTF-1 je bio smede nuklearno obojenje, a pozitivan izrazaj Napsina A
smede zrnato citoplazmatsko obojenje tumorskih stanica; pozitivna unutarnja kontrola za oba
protutijela je bio alveolarni ili bronhiolarni epitel. Pozitivan izrazaj ALK bio je smede zrnato
citoplazmatsko obojenje citoplazme u barem jednoj tumorskoj stanici, a pozitivha vanjska
kontrola stanice ganglijskog pleksusa u stijenci crvuljka. Pozitivan izrazaj ERCC1 bio je
smede nuklearno obojenje, a pozitivna unutarnja kontrola obojenje jezgara respiratornog
epitela (slika 4). Procijenjen je udio ERCCI1 pozitivnih zlo¢udnih stanica i izrazen kao
proporcijski skor (0 za 0%, 0,1 za 1 - 9%, 0,5 za 10 - 49% 1 1,0 za > 50%) i intenzitet
nuklearnog obojenja stupnjevan od 0 do 3 (procijenjen prema intenzitetu obojenja
respiratornog epitela koji je intenziteta obojenja 2). UmnoSkom proporcijskog skora i
intenziteta obojenja dobiven je semikvantitativni H skor. Medijan H skora je bio vrijednost
kojom su razdvojeni adenokarcinomi s jakim izrazajem ERCC1 od adenokarcinoma sa slabim
izrazajem ERCCI1 (76). Sve originalne preparate i imunohistokemijska obojenja neovisno su
analizirala dva specijalista (patolog i citolog) na mikroskopu Olympus 51BX (Olympus,

Tokyo, Japan). U slucaju neslaganja, trazili su misljenje tre¢eg specijaliste patologa.

Slika 4. Imunohistokemijski izrazaj ERCCI u adenokarcinomu pluéa na uzorku male

bronhoskopske biopsije: A) slab (<0,1) i B) jak (> 0,1) (ERCC1/HRP 200x).
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3.3. Statisticka rasclamba

Prikupljeni podatci uneseni su u programu Microsoft Exel za Windows 2007 (Microsoft
Corporation, Redmond, Washington, SAD), a za izracun statisticke znacajnosti koristen je
program Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) software (verzija 20 za Windows;

SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA). Rezultati su prikazani tabelarno i graficki, a interpretirani
na razini znacajnosti P < 0,05. Za usporedbu kategorijskih varijabli koristen je XZ test 1 test

logisticke regresije. Za usporedbu kvantitativnih varijabli koriSten je Kruskal-Wallis test 1
Mann-Whitney test. Coxovim regresijskim modelom je ispitan utjecaj svih istrazivanih
varijabli na prezivljenje. Krivulje prezivljenja izracunate su prema Kaplan-Meierovoj metodi,

a razlike izmedu krivulja su procjenjene log-rank testom.

3.4. Eticka nacela

Disertacija je sukladna sa svim primjenjivim svjetskim smjernicama i preporukama, ¢iji je cilj
osigurati pravilno ophodenje i rukovanje s bioloskim materijalima. Svi prikupljeni podatci su
koristeni isklju¢ivo u istrazivacke svrhe, bez navodenja bilo kakvih osobnih ili drugih
podataka o bolesnicima. IstraZivanje je odobreno od strane Etickog povjerenstva Klinickog

bolni¢kog centra Split (ur.br: 500-03/15/01/42) i provedeno u skladu s nacelima Helsinske

deklaracije.
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4. REZULTATI
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Od 1. sijecnja 2013. do 31. prosinca 2015. godine dijagnosticirano je 316 novooboljelih od

adenokarcinoma plu¢a na Odjelu za patologiju, Klinickog zavoda za patologiju, sudsku

medicinu i citologiju KBC-a Split. Od toga je u 253 (80%) ispitanika dijagnoza postavljena na

uzorcima male bronhoskopske biopsije i1 oni su ukljuceni u studiju. Medijan za dob u trenutku

dijagnoze je bio 65 godina (min-maks: 44-91). Pracene klinicko-patoloske varijable prikazane

su u tablici 6.

Tablica 6. Raspodjela 253 ispitanika prema klini¢ko-patoloskim varijablama

Klini¢ko-patoloske varijable Ispitanici N (%)
Dob (godine) > 65 128 (50,6)
Spol muski 161 (63,6)
zenski 92 (36,4)
PuSenje ne 15 (13,5)
da 96 (86,5)
0 75 (52,8)
1 31(21,8)
ECOG 2 17 (12)
3 8 (5,6)
4 11(7,8)
lepidicki 9(3,7)
Histoloski podtip acinarni 88 (35.,9)
papilarni 21 (8,6)
solidni 127 (51,8)
TTF-1 negativan 35 (16,8)
pozitivan 173 (83,2)
NAPSIN A negativan 36 (23,2)
pozitivan 119 (76,8)
ERCC1 <0,1 68 (52,7)
>0,1 61 (47,3)
ALK negativan 170 (93,9)
pozitivan 11 (6,1)
EGFR divlji 183 (90,1)
mutiran 20 (9,9)
1 22(9,2)
Velicina tumora (T) 2 71 (29,7)
3 69 (28,9)
4 77 (32,2)
Limfni ¢vorovi (N) negativni 59 (25)
pozitivni 177 (75)
Udaljene metastaze (M) ne 72 (30,6)
da 163 (69,4)
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Klinicko-patoloske varijable Ispitanici N(%)

Stadij bolesti I 93,9
I 28 (12)
I 34 (14,6)
v 163 (69,5)
Terapija K 142 (77,2)
K+O 26 (14,1)
K+R 16 (8,7)

K — kemoterapija O —operacija R —radioterapija  Izrazaj ERCC1 < 0,1 slab/ > 0,1 jak

Vecinom su ispitanici bili muskog spola (63,6%), pusaci (86,5%) 1 dobrog ECOG statusa
(52,8% ispitanika ECOG statusa 0). Od ukupno 96 pusaca, 70 (72,9%) je bilo muskog spola, a
medu 15 nepusaca, 7 (46,6%) je bilo muskog i1 8 (53,4%) Zenskog spola. Najzastupljeniji je
bio solidni, a potom acinarni podtip adenokarcinoma. Imunohistokemijski izrazaj TTF-1 i
Napsina A je bio pozitivan u 83,2%, odnosno 76,8% ispitanika. Pozitivan izrazaj CK 7 je
naden u 99,2% ispitanika; dva adenokarcinoma s negativnim izraZzajem CK?7 bili su acinarnog
podtipa. U 129 (50,7%) ispitanika je u parafinskom bloku bilo dovoljno tumorskog tkiva za
imunohistokemijsku analizu ERCCI1. Mikroskopskom analizom je izrazaj ERCCI
semikvantitativno odreden kao H skor. Medijan H skora ERCCI1 od 0,1 (min-maks: 0-3) je
odreden za razlikovanje adenokarcinoma s jakim izrazajem ERCC1 (ERCCI1 > 0,1) od
adenokarcinoma sa slabim izrazajem ERCC1 (ERCC1 < 0,1). Slab izrazaj ERCCIl u
adenokarcinomu je imalo 68 (52,7%) ispitanika. Vecina ispitanika, 69,5%, dijagnosticirana je
u stadiju IV bolesti. Prema prikupljenim podatcima o provedenoj terapiji za 184 ispitanika,
najvise ih je lijeCeno samo s kemoterapijom temeljenoj na platini, 142 (77,2%), dok je kod 26
(14,1%) ispitanika kombinirana s kirurSkom resekcijom tumora 1 kod 16 (8,7%) s

radioterapijom.

Solidni podtip adenokarcinoma pluca je usporeden s ostalim podtipovima prema klinicko-

patoloSkim varijablama i rezultati prikazani u tablici 7.
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Tablica 7. Solidni prema ostalim podtipovima adenokarcinoma pluca i varijablama

Klinicko—patoloske varijable Podtipovi adenokarcinoma

Ostali N (%)  Solidni N (%) 1 p
Dob <65 60 (51) 67 (53) 0,089 0.799
(godine) > 65 58 (49) 60 (47)
Spol muski 64 (54) 91 (72) 7,983 0,005
zenski 54 (46) 36 (28)
PusSenje ne 8 (17) 6 (10) 1,425 0,233
da 37 (83) 55 (90)
0 33 (53) 37 (51) 0,08 0,937
ECOG 1 14 (23) 17 (23)
2 8 (12) 9(12)
3 4 (6) 3(4)
4 4 (6) 7 (10)
TTF1 negativan 17 (18) 18 (16) 0,122 0,727
pozitivan 78 (82) 94 (84)
Napsin A negativan 13 (20) 23 (26) 0,574 0,449
pozitivan 51 (80) 67 (74)
ERCC1 <0,1 32 (53) 33(52) 0,039 0,859
> 0,1 28 (47) 31 (48)
ALK negativan 80 (92) 87 (97) 1,843 0,175
pozitivan 7 (8) 303)
EGFR divlji 93 (90) 83 (90) 0,000 0,986
mutiran 10 (10) 9(10)
ALK negativan 80 (92) 87 (97) 1,843 0,175
pozitivan 7 (8) 3(3)
Stadij I 5(5) 303) 3,233 0,357
bolesti I 14 (13) 13(11)
il 11 (10) 21 (17)
v 77 (72) 81 (69)
T 1 12 (11) 8(7) 2,023 0,568
2 35(31) 34 (29)
3 33(29) 33 (28)
4 33(29) 43 (36)
N negativni 30 (27) 27 (23) 0,474 0,491
pozitivni 81(73) 90 (77)
M ne 30 (44) 38 (32) 0,466 0,495
da 38 (56) 81 (68)

Utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu solidnog i ostalih podtipova adenokarcinoma
pluéa samo prema spolu, jer je u solidnom podtipu udio muskog spola bio za 1,3 puta veci
nego u ostalim podtipovima, a udio Zenskog spola za 1,6 puta manji nego u ostalim

podtipovima (x> =7,983; p<0,05). Nije nadena razlika izmedu solidnog podtipa i ostalih
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podtipova prema ECOG statusu ni kad je ECOG status grupiran u tri skupine kao 0 : 1 : (2 +3
+ 4), ni prema stadijima bolesti kad su grupirani u tri skupine kao (I + II) : III : IV (%*=0,065;
p=0,996, odnosno y=2,953; p=0,228).

Analizirana je povezanost imunohistokemijskog izrazaja TTF-1 u tumoru s pra¢enim

klinicko-patoloskim varijablama i rezultati prikazani u tablici 8.

Tablica 8. Izrazaj TTF-1 prema klinicko - patoloskim varijablama

TTF-1
Klini¢ko - patoloSke varijable negativan pozitivan 1 p
N (%) N (%)

Dob (godine) <65 17 (49) 85 (49) 0,004 0,952
> 65 18 (51) 88 (51)

Spol muski 22 (63) 104 (60) 0.092 0,762
zenski 104 (37) 69 (40)

Pusenje ne 1(8) 13 (16) 0.487 0,845
da 11(92) 68 (84)

ECOG* 0 9 (45) 51(52) 3.082 0,544
1 4 (20) 24 (25)
2 4 (20) 99
3 2 (10) 5(5)
4 1(5) 909

ALK negativan 25 (96) 121(93) 0.342 0,559
pozitivan 1(4) 9(7)

T 1 2 (6) 13 (8) 5.684 0.128
2 5 (16) 57 (34)
3 10 (31) 46 (28)
4 15 (47) 49 (30)

N negativni 5 (15) 47 (29) 2.752 0,097
pozitivni 28 (85) 114 (71)

M ne 5(15) 53 (33) 4.125 0,042
da 28 (85) 108 (67)

Stadij bolesti** | 1(3) 709 1.854 0,396
11 2 (6) 23 (14)
111 2 (6) 23 (14)
v 28 (85) 108 (67)

*Grupiran ECOG0:1:(2+3+4) ** Grupirani stadiji bolesti (I + II) : IIT : IV

Utvrdena je statisticki znacajna povezanost negativanog izrazaja TTF-1 s postojanjem
udaljenih presadnica (p=0,042).
Analizirana je povezanost imunohistokemijskog izrazaja Napsina A u tumoru s pracenim

klini¢ko-patoloskim varijablama i rezultati prikazani u tablici 9.
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Tablica 9. Izrazaj Napsina A prema prac¢enim klinicko-patoloskim varijablama

Klini¢cko—patoloske Napsin A
varijable negativan pozitivan 1 P
N (%) N (%)

Dob <65 15 (42) 61 (51) 1.018 0.313

(godine) > 65 21 (58) 58 (49)

Spol muski 25 (69) 76 (64) 0.379 0.538
zenski 11 (31) 43 (36)

Pusenje ne 0 11 (19) 2.309 0.129
da 10 (100) 46 (81)

ECOG* 0 6 (34) 37 (52)
1 3 (18) 21 (29) 5.657 0.059
2 4 (24) 6 (8)
3 2 (12) 34
4 2(12) 5()

TTF-1 negativan 18 (53) 8(7) 38.904 <0.001
pozitivan 16 (47) 108 (93)

ALK negativan 28 (100) 84 (91) 2.609 0.106
pozitivan 0 (0) 8(09)

T 1 1(3) 6 (5 9.469 0.024
2 4(12) 40 (35)
3 11 (32) 33 (30)
4 18 (53) 33 (30)

N negativni 5 (14) 33 (30) 3.757 0.053
pozitivni 31 (86) 76 (70)

M ne 6 (17) 40 (37) 5.013 0.025
da 30 (83) 69 (63)

Stadij I 0(0) 6 (6)

bolesti** I 3(8) 15 (14) 5.021 0.081
I 3(8) 19 (17)
v 30 (84) 69 (63)

*Grupiran ECOG 0 :1:(2+3+4) **Grupirani stadiji bolesti (I + II): III : IV

Utvrdena je znaCajna povezanost izraZzaja Napsina A 1 TTF-1, koji su bili koeksprimirani u
93% slucajeva (p<0,001). Negativan izrazaj Napsina A je bio znacajno povezan s vecim
tumorom (p=0,024) i1 prisutnoS¢u udaljenih presadnica (p=0,025). Utvrdena je granicna

povezanost negativnog izrazaja Napsina A s pozitivnim limfnim ¢vorovima (p=0,053).

Izrazaj ERCCI1 je procijenjen na temelju medijana H skora od 0,1 (min-maks: 0-3) kao slabi
(ERCC1 <0,1) ili jaki (ERCC1 >0,1) 1 usporeden s pracenim klini¢ko-patoloskim varijablama
(tablica 10).
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Tablica 10. Izrazaj ERCC1 prema klini¢ko-patoloskim varijablama

Izrazaj ERCC1

Klini¢ko—patoloske varijable <0,1 >0,1 1 p
N (%) N (%)

Dob (godine) <65 36 (53) 32 (52) 0,003 1,000
> 65 32 (47) 29 (48)

Spol muski 44 (65) 42 (69) 0,249 0,378
zenski 24 (35) 19 (31)

Pusenje ne 6 (18) 7(18) 0,589
da 28 (82) 31 (82) 0,007

ECOG* 0 25 (61) 16 (36) 9,498 0,023
1 10 (24) 921
2 4(10) 8 (18)
3 2(5) 3(7)
4 0(0) 8 (18)

Histoloski ostali 32 (49) 28 (47) 0,039 0,844

podtip solidni 33 (51) 31(53)

TTF1 negativan 6(11) 9(17) 0,832 0,414
pozitivan 49 (89) 44 (83)

NAPSIN A negativan 4(11) 13 (30) 4,488 0,054
pozitivan 34 (89) 31 (70)

ALK negativan 49 (98) 48 (94) 1,001 0,617
pozitivan 1(2) 3(6)

EGFR divlji 51 (85) 49 (94) 2,481 0,137
mutiran 9 (15) 3(6)

T 1 10 (15) 2(3) 15,325 0,002
2 25 (37) 14 (23)
3 18 (27) 13 (22)
4 14(21) 31(52)

N pozitivni 47 (69) 54 (92) 9,742 0.001

M da 48 (71) 55 (90) 7,657 0,005
I 2(3) 0 (0) 7,690 0,021

Stadij bolesti** I 7 (10) 3(9)
111 11(16) 3(5
v 48 (71) 55 (90)

* Grupirani ECOG: 0:1:2:(3+4) **Grupirani stadiji bolesti: (I + II): I : [V

Jak izrazaj ERCCI1 je bio povezan s veéim tumorom (p=0,002), pozitivnim limfnim
¢vorovima (p=0,001), prisutnim udaljenim presadnicama (p=0,005) i losijim ECOG statusom
(p=0,023). Nadena je grani¢na povezanost negativnog izraZzaja Napsina A s jakim izrazajem
ERCCI1 (p=0,054). Kad su stadiji bolesti grupani u tri skupine, na nacin da su stadij I 1 II kao

jedna skupina bili usporedeni s ostalim stadijima s obzirom na izrazaj ERCCI1, dokazana je
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znacajna razlika izrazaja ERCC1 u odnosu na stadij bolesti (p=0,021). Ispitanici sa ve¢im

stadijem bolesti imali su znacajno ceSc¢e jak izrazaj ERCCI.

Mutacija ALK nadena je uu 6,1% ispitanika.

Testiranje tumora na EGFR mutaciju uradeno je u 203 ispitanika 1 mutacija je utvrdena u 20
(9,9%) slucajeva. U 15 (75%) slucajeva radilo se o deleciji na eksonu 19 (19 del), u 4 (20%)
sluc¢aja o supstitucijskoj mutaciji exona 21 (L858R) i u jednom slucaju o mutaciji exona 18
(G719X). U tablici 11 prikazana je povezanost EGFR statusa s pracenim klinicko-patoloskim
varijablama. EGFR mutacija je nadena ceS¢e u zZenskog spola (p=0,045), u nepusaca
(p=0,001) 1 starijth od 65 godina (p=0,041). Izgled za postojanje mutacije EGFR gena u
odnosu na divlji tip je 2,8 puta (95%CI:1,1-7,3; p=0,029) veéi u Zena u odnosu na muskarce,
za 3,1 puta (95%CI:1,1-8,3; p=0,028) veci u ispitanika starijih od 65 godina i za 17,5 puta
(95%CI:3,2-100; p=0,021) veci u nepusaca nego u pusaca.

Svi tumori s EGFR mutacijom su bili negativni na ALK mutaciju.
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Tablica 11. Povezanost statusa EGFR s klinicko-patoloskim varijablama

Klini¢ko—patoloske Divlji Mutirani P OR 95%CI p
varijable EGFR EGFR
N(%) N(%)
Dob <65 104 (57) 6 (30) 4193 0.041 3,1 1,1-8,3  0.028
(godine) > 65 79 (43) 14 (70)
Spol muski 120 (66) 8 (40) 4,005 0.045 2,8 1,1-7,3  0.029
zenski 63 (34) 12 (60)
PuSenje  ne 6 (7) 4 (36) 11.945 0001 17,5 32-100 0.021
da 79 (93) 7 (64)
0 57 (54) 6 (55)
ECOG* 1 25 (24) 3(27)
2 11 (10) 2 (18)
3 7 (6) 0 (0) 0.147  0.929
4 6 (6) 0(0)
TTF-1 negativni 26 (17) 1(6) 1354 0245

pozitivni 130 (83) 16 (94)

NAPSIN  negativni 26 (23) 2(17) 0223 0.637

A pozitivni 89 (77) 10 (83)

ALK n 132 (93) 15(100) 1.128  0.288
pozitivan 10 (7) 0 (0)

T 1 15(9) 4(21) 5400 0.145
2 55(31) 5(26)
3 46 (26) 7(37)
4 60 (34) 3(16)

N negativni 43 (25) 5(26) 0.019  0.889
pozitivni 130 (75) 14 (74)

M negativni 51 (30) 5(28) 0.023  0.880
pozitivni 122 (70) 13 (72)

Stadij I 503) 1(6) 0.410 0.815

bolesti** I 23 (13) 1 (6)
1 23 (13) 3(16)
v 122 (71) 13 (72)

*Grupirani ECOG: 0:1:(2+3+4) **Grupirani stadiji bolesti (I + II) : IIT : IV

Univarijantnom Coxovom regresijskom metodom analiziran je rizik od smrtnog ishoda za

pracene klinicko-patoloske varijable (tablica 12).
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Tablica 12. Prikaz rezultata Coxove regresijske analize za smrtni ishod

Klinicko—patoloske HR 95% CI )/
varijable
Dob (godine) <65 1,063 0,797-1,417 0,678
Spol muski 0,803 0,594 — 1,086 0,154
PuSenje da 1,110 0,573 — 2,153 0,757
ECOG 0-4 1,684 1,450 — 1,956 <0,001
Podtip lepidicki 1,272 0,950 — 1,704 0,105
adenokarcinoma* acinarni

papilarni

solidni
TTF1 negativan 0,557 0,377 - 0,823 0,003
Napsin A negativan 0,475 0,318-0,708 <0,001
ERCC1 <0,1 6,478 4,035-10,401 <0,001

>0,1
ALK pozitivan 0,515 0,227 —-1,170 0,113
EGFR mutiran 0,693 0,384 — 1,252 0,225
T 1-4 1,762 1,484 — 2,091 <0,001
N pozitivan 4,132 2,660 — 6,418 <0,001
M pozitivan 3,498 2,391 - 5,118 <0,001
Stadij bolesti** I+IT 2,176 1,714 — 2,764 <0,001

I

v

*QGrupirani podtipovi: solidni prema ostalim podtipovima ** Grupirani stadiji: (I+11):1IL1:1V
Izrazaj ERCC1 < 0,1 slab/> 0,1 jak

Pogorsanjem klini¢kog statusa ispitanika izraZzenim prema ECOG- u, povecavao se u svakoj
kategoriji za 1,68 puta rizik od smrtnog ishoda (p<0,001). U slucaju negativnog izrazaja TTF-
1 1 Napsina A, rizik od smrtnog ishoda je bio za 0,55, odnosno za 0,47 puta veci u usporedbi s
ispitanicima s pozitivnim izrazajem TTF-1 (p=0,003), odnosno Napsina A (p<0,001). Rizik
od smrtnog ishoda je rastao sa svakim povecanjem veli¢ine tumora za 1,76 puta (p<0,001), s
pozitivnim limfnim ¢vorovima za 4,13 puta (p<0,001), s udaljenim presadnicama za 3,49 puta
(p<0,001) 1 sa svakim porastom stadija bolesti za 2,17 puta (p<0,001). Rizik od smrtnog
ishoda je bio za 6,47 puta veci u ispitanika s jakim izrazajem ERCC1 u odnosu na ispitanike

sa slabim izraZzajem ERCC1 (p<0,001).
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Multiplom Coxovom regresijskom analizom prilagodenoj znacajnim prognostickim
¢imbenicima za prezivljavanje, utvrdeno je da su dvije nezavisne prognosticke varijable koje
utjecu na krace prezivljenje ispitanika los klinicki status izrazen prema ECOG - u (HR:4,425;
95%CI:1,891-10,353; p=0,008) i jaki izrazaj ERCC1 (HR:5,126; 95%CI:2,594-10,130;
p<0,001).

Razdoblje pracenja je bilo od 01. sijecnja 2013. do 31. svibnja 2017. godine. Tijekom 53
mjeseca pracenja umrlo je 186 (73,51%) ispitanika. Prosjecno ukupno prezivljenje je bilo 19,8
mjeseci (SE:1,2)(95%CI:17-22), a medijan prezivljenja 10 mjeseci (SE:1,9)(95%CI:6-14).
Ukupno prezivljenje je analizirano s obzirom na pracene klini¢ko-patoloske varijable 1

prikazano u mjesecima (tablica 13).

Tablica 13. Prosjek i medijan prezivljenja ispitanika s adenokarcinomom pluéa prema

prac¢enim klinicko-patoloskim varijablama prikazani u mjesecima

Klini¢k—patoloske Prosjek prezivljenja Medijan prezivljenja LR p
varijable (SE);95%CI (SE);95%ClI
Dob <65 20,109(1,762);15,656- 10,00(0,972);8,095—- 11,905 0,181 0,670
godine 23,561
> 65 19,331(1,711);15,977- 10,00 (3,232);3,664-16,336
22,684
Spol muski 18,443(1,529);15,445- 9 (1,002);7,037-10,963 2,150 0,143
21,440
zenski 22,04(2,049);18,044-26,055 17 (3,972);9,215-24,785
Pusenje da 17,4 (1,935);13,607-21,193 8 (1,224);5,600-10,400 0,102 0,750
ne 15,116 ;(8,760-21.471) 16 (10,797);0-37,163
ECOG 0 25,916(2,468);21,079- 23 (3,910);15,336-30,664 62,106 <0,001
30,754
1 12,172(2,073);8,109-16,235 7 (1,113)4;819-9,181
2 10,882(3,096);4,815-16,950 7 (1,543);3,975-10,025
3 4,750 (2,169)0,498-9,002 2 (0,685);0,658-3,342
4 2,36 (1,073);0,534-4,739 2 (0,591);0,842-3,158
Podtip 1 35,690(6,775);22,410- 39 (-) 5,884 0,117
48,970
2 20,945(2,076);16,876- 11 (2,985);5,150-16,850
25,015
3 19,72 (4,339)10,768-27,777 8 (2,289);3,514-12,486
4 16,984(1,602);13,843- 9 (1,127);6,791-11,209
20,124
TTF-1 negativan  11,214(2,218);6,867-15,562 7 (1,314);4,24-9,76 9,392 0,002
pozitivan  20,699(1,50);17,759-23,638 12 (2,287);7,517-16,83
Napsin  negativan 9,667 (1,728);6.28-13,053 5(2);1,080-8,920 14,812 <0,001
A pozitivan  21,527(1,856);17,889- 13 (3,116);6,893-19,107
25.1564
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Klinicko-patoloske  Prosjek preZivljenja Medijan prezZivljenja LR p
varijable (SE);95%CI (SE);95%CI
ERCC1 < 0,1 30,793(2,543)25,810- 25 (4,594);15,996-34,004 78,710  <0,001
35,777
>0,1 5,951 (0,696);4,586-7,316 5(0,441);4,135-5,865
ALK negativan  17,472(1,415);14,699- 8 (0,889);6,258-9,742 1,570 0,210
20,245
pozitivan  28,800(6,345);16,365- 25 (6,964);11,352-38,648
41,235
EGFR  divlji 19,14(1,418);16,336-21,893 10 (0,966);8,07-11,893 1,570 0,210
mutiran 24,79(4,725);15,019-33,539 24 (4,863);14,469-33,531
T 1 32,709(4,702)23,494- 52,961 <0,001
41,924
2 28,521(2,419);23,779- 23 (3,512); 16,116-29,884
33,262
3 19,520(2,272);15,068- 10 (2,371);2,371-5,353
23,973
4 9,240 (1,201);6,886-11,595 5 (0,625);3,774-6,226
N negativni  36,468(2,402);31,761- 45 (9,468);26,443-63,557 48,562 <0,001
41,175
pozitivni  14,706(1,311);12,13,7- 7(0,739);5,552-8,448
17,275
M ne 33,370(2,201);29,057- 32 (5,4);21,416-42,84 48,784 <0,001
37,683
da 13,819(1,348);11,178- 7(0,734);5,561-8,439
16,461
Stadij I+11 39,355(2,654);34,154- 39 (7,649);24,009-53,991 50,830 <0,001
bolesti* 44,556
111 25,660(3,171);19,444- 23 (3,312);16,08-29,492
31,876
v 13,861 (1,355) 7(0,762)

*Grupirani stadiji bolesti: (I +1I) : IIL : IV

Nije nadena statistiCki znacajna razlika u ukupnom preZivljenju ispitanika s obzirom na

histoloSki podtip adenokarcinoma (p=0,117), ni kad je solidni podtip usporeden s ostalim
podtipovima (¥*=2,783, p=0,095).

Ukupno prezivljenje je bilo statisticki znac¢ajno povezano s klini¢kim statusom izraZzenim

prema ECOG-u (p<0,001). Ispitanici ECOG statusa 0 Zivjeli su 11,5 puta dulje u odnosu na
ispitanike ECOG statusa 4 (slika 5).
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Slika 5. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja prema ECOG statusu.

Utvrdena je znacajna razlika u ukupnom preZivljenju prema veli¢ini tumora (p<0,001),
statusu limfnih ¢vorova (p<0,001) i prisutnosti udaljenih presadnica (p<0,001) (slika 6 A, B 1
C). Ukupno prezivljenje je bilo 3,5 puta dulje u ispitanika s tumorom manjim od tri cm (T1) u
odnosu na ispitanike s tumorom karakteristika T4, 6,4 puta dulje u ispitanika bez pozitivnih
limfnih ¢vorova u odnosu na ispitanike s pozitivnim limfnim ¢vorovima, kao 1 4,5 puta dulje u

ispitanika bez udaljenih metastaza u odnosu na ispitanike s prisutnim udaljenim metastazama.
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Slika 6. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja prema: A) veli€ini tumora (T), B) statusu

limfnih ¢vorova (N) 1 C) prisutnosti udaljenih metastaza (M).
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Utvrdena je statisticki znacajna razlika u ukupnom prezivljenju prema stadijima bolesti (slika
7). Ukupno prezivljenje je bilo 1,69 puta dulje u skupini ispitanika grupiranog stadija bolesti I
i II u odnosu na ispitanike stadija III, odnosno 5,57 puta dulje u odnosu na ispitanike stadija

IV.
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Slika 7. Kaplan-Meierova krivulja preZivljenja prema stadijima bolesti.

Utvrdena je znacajna razlika u ukupnom prezivljenju u odnosu na izrazaj TTF-1 1 Napsina A
u tumoru (p=0,002, odnosno p<0,001) (slika 8 A i B). Ukupno preZivljenje ispitanika s
pozitivnim izrazajem TTF-1 je bilo 1,71 puta dulje u odnosu na ispitanike s negativnim
izrazajem TTF-1, 1 2,6 puta dulje u ispitanika s pozitivnim izraZajem Napsina A u tumoru u

odnosu na ispitanike s negativnim izrazajem Napsina A.
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Utvrdena je statistiCki znaCajna povezanost izmedu izrazaja ERCCI i ukupnog prezivljenja.
Na slici 9 prikazana je razlika u ukupnom prezivljenju ispitanika s adenokarcinomom pluca s
obzirom na slab ili jak izrazaj ERCC1 u tumoru. Prezivljenje je bilo 5 puta dulje u ispitanika
sa slabim izrazajem ERCCI1 u odnosu na ispitanike s jakim tumorskim izrazajem ERCCI (25

mjeseci prema 5 mjeseci; p<0,001).
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Slika 9. Kaplan-Meierova krivulja preZivljenja prema izraZzaju ERCCI (< 0,1 slab/> 0,1 jak)

Svi ispitanici su lijeceni kemoterapijom temeljenoj na platini koja je ovisno o stadiju bolesti i
klinickom statusu primijenjena sama ili u kombinaciji s operativnim zahvatom ili

radioterapijom.
U tablici 14 je prikazan prosjek 1 medijan prezivljenja ispitanika s adenokarcinomom pluca u

razli¢itim stadijima bolesti lijeCenih razliCitim terapijskim modalitetima, prema izrazaju

ERCC1 u tumoru.
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Tablica 14. Prosjek 1 medijan ukupnog prezivljenja ispitanika s adenokarcinomom pluca u

razli¢itim stadijima bolesti lijeCenih razliCitim terapijskim modalitetima, prema izrazaju

ERCCI1 u tumoru.

Prosjek Medijan
Stadij bolesti  Terapija ERCC1 preZivljenja preZivljenja LR P
(SE);95%CI (SE);95%CI
mj. mj.
45,727 (4,025) 9,290 0,001
I-1I-111 K+OiliK+R  <0,1 37,838-53,616
N=27 (21%) 11,400 (4,614)  8(4,382)
>0,1 2,356-20,444 0-18,588
24,719 (2,034) 24 (3,607) 65,412 <0,001
v K <0,1 20,732-28,705 16,931-31,069
N=102 (79%) 5,511 (0,564) 5(0,295)
>0,1 4,404-6,617 4,421-5,572

K - kemoterapija O — operacija R —radioterapija Izrazaj ERCC1 < 0,1 slab/ > 0,1 jak

U skupini od 27 ispitanika stadija bolesti I-II-III koji su lijeceni kemoterapijom temeljenoj na
platini kombiniranom s operacijom ili radioterapijom, utvrdena je statisticki znacajna
povezanost ukupnog preZivljenja s izrazajem ERCC1 (p=0,001) (slika 10A). Ukupno
prezivljenje je bilo 4,09 puta dulje u skupini od osam (29,6%) ispitanika sa slabim izrazajem
ERCCI u odnosu na ispitanike s jakim tumorskim izrazajem ERCC1 (45 mjeseci prema 11
mjeseci).

Od 102 ispitanika sa stadijem bolesti IV, lijeCenih samo kemoterapijom temeljenoj na platini,
slab izrazaj ERCC1 naden je u 45 (44,12%) slucajeva. Utvrdena je statisticki znacajna
povezanost ukupnog prezivljenja s izrazajem ERCCI1 u tumoru (p<0,001) (slika 10B).
Ukupno preZivljenje je bilo 4,8 puta dulje u skupini ispitanika sa slabim izrazajem ERCCI1 u

odnosu na ispitanike s jakim tumorskim izrazajem ERCC1 (24 mjeseca prema 5 mjeseci).
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Slika 10. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja prema izrazaju ERCCI1 (<0,1 slab/>0,1 jak) u
adenokarcinomu pluéa u ispitanika u razli¢itim stadijima bolesti i lijeCenih razli¢itim
terapijskim modalitetima. A) Ispitanici stadija bolesti I-II-IIl lijeCeni kemoterapijom
temeljenoj na platini kombiniranoj s operacijom ili radioterapijom. B) Ispitanici stadija bolesti

IV lijeceni samo kemoterapijom temeljenoj na platini.
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Kemoterapija temeljena na platini je zlatni standard u sistemskoj terapiji mnogih prosirenih
zloéudnih tumora pa tako 1 adenokarcinoma pluca. Posljednjih godina je u bolesnika s
adenokarcinomom pluéa koji imaju aktiviraju¢e mutacije ili odgovaraju¢e visok PD-L1
izrazaj, kemoterapija zamijenjena novim i znatno uspjesnijim terapijama - ciljanom terapijom
specificnim tirozin kinaznim inhibitorima ili imunoterapijom (35). Kriterij za takvo lijeCenje
ispunjava manje od 50 % bolesnika, a preostali bolesnici, s adenokarcinom plué¢a bez
aktiviraju¢ih mutacija i s negativnim tumorskim izrazajem PD-LI1 lijeCe se kemoterapijom
temeljenoj na platini. U¢inak kemoterapije temeljene na platini nije podjednako dobar u svih
bolesnika, Sto je s vremenom potaknulo istrazivanje mogucih prediktivnih ¢imbenika u
tumoru (77). Najbolje validiran c¢imbenik je endonukleaza ERCC1 iz NER sustava
popravljaca DNA, aktivna u izrezivanju platina-DNA adukata nastalih djelovanjem platine
(78). S obzirom na taj mehanizam popravka DNA, moze se pretpostaviti da je visoki izrazaj i
aktivnost ERCC1 u tumoru nepovoljan prediktivni pokazatelj, jer popravkom DNA
omogucava daljnji rast tumora (79). U brojnim studijama su analizirani imunohistokemijski
izrazaj ERCCI ili razina ERCCI mRNA u tumoru i usporedeni s klinicko-patoloskim
pokazateljima, ali rezultati nisu suglasni i ostalo je otvoreno pitanje vrijednosti ERCCI1 kao
prediktivnog ¢imbenika (55-57, 64, 66-68).

U na$oj studiji, na uzorku iz jedne institucije, istrazili smo prognosticki 1 prediktivni znacaj
imunohistokemijskog izraZzaja ERCCI1 u ispitanika s adenokarcinom pluca. Svi ispitanici su
bili lijeceni kemoterapijom temeljenoj na platini, koja je u ispitanika u stadiju bolesti IV bila
samostalna, a u ispitanika u ranijim stadijima bolesti kombinirana s operativnim zahvatom ili
radioterapijom. lako je ispitanicima bio testiran ALK i EGFR status, nisu lije¢eni TKI-ima, jer
u vrijeme naseg istrazivanja (2013. - 2015. godine) nisu bili na listi odobrenih lijekova u RH,
kao ni imunoterapija.

U istrazivanje je ukljuceno 253 ispitanika kojima je bronhoskopskom biopsijom bio susljedno
dijagnosticiran adenokarcinom pluc¢a u razdoblju od 1. sije¢nja 2013. do 31. prosinca 2015.
godine 1 lijeceni su na Odjelu za pluéne bolesti KBC-a Split. Unato¢ pokuSajima ranog
otkrivanja raka pluc¢a, 70% slucajeva se dijagnosticira u proSirenom stadiju bolesti kad su
kirurS§ke mogucénosti ogranicene pa je mala pluéna biopsija najces¢i jedini uzorak za patolosku
1 molekularnu genetsku analizu (11). S toga smo u istrazivanje ukljucili ispitanike kod kojih je
uzorak karcinoma pluc¢a dobiven najc¢es¢om metodom uzorkovanja tumorskog tkiva —

biopsijom tijekom bronhoskopije. Nasi rezultati su u skladu podatcima iz literature (80),
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obzirom da je u trenutku dijagnoze 69,5% ispitanika imalo proSirenu bolest 1 u 80% slucajeva
dijagnoza adenokarcinoma je postavljena na uzorku bronhoskopske biopsije. U analizi nesto
Sireg vremenskog razdoblja (2012. - 2016. godine), dijagnoza karcinoma plu¢a u KBC-u Split
je postavljena na uzorku bronhskopske biopsije u 80% slucajeva, a na uzorku transtorakalne

biopsije u 7% slucajeva, $to odgovara rezultatima iz literature (11).

Medijan zivotne dobi ispitanika je bio 65 godina, u rasponu od 44 do 91 godine, §to je u
skladu s podatcima Registra za rak RH. Nasi ispitanici su mladi nego u SAD-u gdje je u istom
razdoblju medijan zivotne dobi bio 71 godina (81). Ve¢inom su ispitanici bili muskog spola i
pusaci, Sto odgovara epidmioloskim podatcima iz literature (6). Unato¢ tome §to je velina
ispitanika bila u stadiju IV bolesti, bili su dobrog klini¢ckog stanja. Taj podatak sugerira da je
vjerojatni razlog za kasno otkrivanje raka plu¢a upravo dugo vrijeme bez klinickih simptoma
bolesti.

U nasem uzorku male bronhoskopske biopsije najzastupljeniji je bio solidni podtip
adenokarcinoma. U usporedbi solidnog prema ostalim podtipovima nije utvrdena statisti¢ki
znacajna razlika u pra¢enim klinicko-patoloskim pokazateljima, osim povezanosti solidnog
podtipa s muSkim spolom. Jedno od mogucih objasnjenja je ¢eS¢a puSacka navika u muskoj
populaciji, s obzirom da se solidni podtip ¢esSée javlja u pusaca. Zheng i suradnici su utvrdili
znacajnu povezanost pusenja sa solidnim podtipom: manje je solidnog podtipa u bivsih
pusaca nego u pusaca (16,2 % prema 29,5 %; p =0,005;) i viSe solidnog podtipa u bivsih
puSaca nego u nepusaca (16,2 % prema 11,1 %; p <0,104) (82). U nasoj studiji je solidni
podtip bio ¢esce dijagnosticiran u pusaca nego nepusaca, Sto pokazuje trend iako razlika nije
bila statisticki znac¢ajna.

Prema podatcima iz literature, solidni podtip je nepovoljan prognosticki pokazatelj. Russell i
suradnici i1zvjeStavaju da je solidni podtip u maloj biopsiji bio ¢eS¢e povezan s kracim
preZivljenjem, pozitivnim limfnim ¢vorovima 1 udaljenim metastazama (83). Sousa 1 suradnici
su objavili da je u njihovom istraZzivanju adenokarcinoma pluc¢a, solidni podtip bio ceSce
povezan s pozitivnim izrazajem ERCCI1 i mutiranim EGFR (84). Solis 1 suradnici isticu da je
solidni podtip CeS¢e povezan s uznapredovalim stadijem bolesti nego acinarni i lepidicki
podtip (85).

U naSem radu nismo dobili takvu povezanost, $to moZemo objasniti ¢injenicom da histoloski
podtip u maloj biopsiji ne odgovara uvijek stvarno predominantnom podtipu adenokarcinoma.

Matsuzawa 1 suradnici su usporedili podtip adenokrcinoma plu¢a u maloj biopsiji s naknadno
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odredenim predominantnim podtipom u operiranom adenokarcinomu i utvrdili podudarnost u
66% slucajeva, a ovisila je o promjeru areje adenokarcinoma u maloj biopsiji (86).

Primjena imunohistokemijske metode olaksala je razlikovanje tipova karcinoma pluca, ¢ime
se smanjio udio dijagnoze nespecificiranog nesitnostanicnog karcinoma pluc¢a (NSCLC,
NOS). Protutijela na TTF-1 1 Napsin A su se pokazala najpouzdanijima za dokaz primarnog
adenokarcinoma pluéa (87). U naSem uzorku pozitivan izrazaj TTF-1 je naden u 83,2% 1
Napsina A u 76,8% slucajeva. U radu Zhanga 1 suradnika, ti biljezi su bili pozitivni u 85%
adenokarcinoma pluca (88). Nizi postotak slucajeva s pozitivnim izrazajem Napsina A u nasoj
studiji moze se objasniti veCom zastupljenos¢u solidnog podtipa, s obzirom da je Napsin A
ces¢e od TTF-1 negativan u slabo diferenciranom adenokarcinomu (89). Koekspresija oba
biljega nadena je u 93% slucajeva. Taj rezultat se moze objasniti ¢injenicom da TTF-1
regulira izrazaj Napsina A (90). Utvrdili smo da je negativan izrazaj Napsina A povezan s
veéim tumorom. Negativan izrazaj oba biljega je bio povezan s postojanjem udaljenih
metastaza. Dulje ukupno prezivljenje je bilo znacajno povezano s pozitivnim izrazajem TTF-1
i Napsina A u tumoru. U naSoj studiji, objavljenoj 2017. godine, pozitivan izrazaj TTF-1 i
Napsina A je bio znafajno povezan s manjim rizikom od smrtnog ishoda i duljim ukupnim
prezivljenjem ispitanika u odnosu na ispitanike s negativnim izrazajem tih biljega (91). Kim i
suradnici su u meta analizi utvrdili da je pozitivan izrazaj TTF-1 dobar prognosticki
pokazatelj (92). Prema Ma 1 suradnicima, izraZaj Napsina A 1 TTF-1 predstavlja nezavisni
prognosticki pokazatelj za prezivljenje u bolesnika s operiranim adenokarcinomom (25). Veza
izmedu TTF-1 1 prognoze u bolesnika s adenokarcinomom plu¢a nije posve razjaSnjena.
Myong je utvrdio da adenokarcinomi plu¢a s pozitivnim izrazajem TTF-1 imaju nizi
proliferacijski indeks mjeren izrazajem Ki-67 nego adenokarcinomi s negativnim izrazajem
TTF-1 (93). Na osnovu nasih rezultata i navedenih zapaZanja, utvrdili smo da TTF-1 i Napsin
A nisu samo korisni dijagnosticki biljezi ve¢ vrijedni prognosticki pokazatelji u oboljelih od
adenokarcinoma pluca.

U nasem uzorku, EGFR mutacija je utvrdena u 9,9% ispitanika, a ALK-translokacija u 6,1%
ispitanika. Znacajno vise EGFR mutacija je utvrdeno u skupini ispitanika starijih od 65
godina (p=0,028), u zena (p=0,029) i nepusaca (p=0,021), sto je u skladu s rezultatima iz
literature (28). U radu Br¢ica i suradnika iz 2016. o mutacijama u adenokarcinomu plu¢a u
RH, utvrdena je mutacija EGFR u 15,7 %, ALK-translokacija u 4,1% 1 KRAS mutacija u

34,9% bolesnika (27). Prema literaturi, EGFR mutacija u adenokarcinomu pluca je znacajno
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ceS¢a u bolesnika Zute rase, u 24% - 66% slucajeva (28). Isto tako, ALK-translokacija je neSto
¢eS¢a u Azijata, u rasponu od 3% - 13%, a opcenito ¢eS¢a u mladih odraslih i nepusaca.
Nismo utvrdili povezanost EGFR mutacije 1 histoloskog podtipa adenokarcinoma pluca,
vjerojatno zbog malog broja ispitanika s EGFR mutacijom. Medutim, u literaturi se spominje
njihova povezanost, prvenstveno u studijama s Dalekog Istoka gdje je inace veci udio EGFR
mutiranih adenokarcinoma. Chen i suradnici su utvrdili ¢eS¢u povezanost EGFR mutacije s
lepidickim, papilarnim i acinarnim podtipom nego sa solidnim podtipom i mucinoznim
karcinomom (94). Yosizawa 1 suradnici su EGFR mutaciju c¢eS¢e utvrdili u MIC-u,
adenokarcinomu s predominantno lepidickim i papilarnim podtipom, a rjede u solidnom i
mikropapilarnom podtipu (95). Nasuprot tome, Yu i suradnici su utvrdili ¢eS¢u povezanost
ALK-translokacije sa solidnim i mikropapilarnim podtipom i varijantama invazivnog
karcinoma, nego s AIS-om i predominantno lepidickim i1 papilarnim podtipom. ROSI
translokacija ¢esc¢a je u solidnom podtipu adenokarcinoma pluca (96).

Yamashita i suradnici izvijestili su o povezanosti EGFR mutacije sa slabim izrazajem ERCCI
(97). U nasoj studiji, tumori s EGFR mutacijom ¢es$¢e su imali slab izrazaj ERCCI1, ali razlika
nije bila statisti¢ki znacajna (p=0,137).

Ni jedan ispitanik s EGFR mutacijom nije imao ALK-translokaciju. Prema literaturi, u
adenokarcinomu pluca je rijetka mutacija oba gena. Analizom 977 uzoraka NSCLC, Yang i
suradnici su utvrdili istovremenu mutaciju EGFR 1 ALK u 13 (1,3%) slucajeva 1 zakljucili da
oba gena treba rutinski analizirati (98).

Prognosticki zna¢aj EGFR mutacije u bolesnika koji nisu lijjeceni TKI-ima je bio rijetko
analiziran 1 ¢eS¢e povezan s dobrom prognozom (99). U nasem uzorku ispitanici s EGFR
mutacijom u tumoru nisu bili lijeCeni TKI-ima. Ispitanici s EGFR mutacijom zivjeli su pet
mjeseci dulje od ispitanika bez EGFR mutacije (24 mjeseca prema 19 mjeseci), ali razlika u
prezivljenju nije bila statisticki znacajna (p=0,210).

Pomoc¢u medijana H skora razdijelili smo imunohistokemijski izrazaj ERCC1 na slab 1 jak 1
usporedili s pracenim klinicko-patoloskim varijablama, kako bi ispitali prognosti¢ki 1
prediktivni znacaj ERCCI1 u adenokarcinomu. Jak izrazaj ERCC1 je utvrden u 47,3%
sluajeva i bio je povezan s loSim prognostickim pokazateljima: loSijim klinickim stanjem
izrazenim po ECOG- u (p=0,023), vecim tumorom (p=0,002), pozitivhim limfnim ¢vorovima
(p=0,001), prisutnos¢u udaljenih presadnica (p=0,005) 1 viSim stadijem bolesti (p=0,021).

Hubner 1 suradnici su u meta analizi naveli da je jak izrazaj ERCC1 dobar prognosticki
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pokazatelj u bolesnika sa TNM stadijem I A, koji su bili operirani i nisu primili adjuvantnu
kemoterapiju temeljenu na platini (55). Goldstraw 1 suradnici ukazali su na ¢es¢i relaps bolesti
u operiranih bolesnika sa stadijem IA koji nisu primili adjuvantnu kemoterapiju (100). Pignon
i suradnici su utvrdili da uvodenje adjuvantne kemoterapije temeljene na platini poveéava
stopu prezivljenja za 5% (101). Moze se pretpostaviti da bi bilo korisno odrediti izrazaj
ERCCI1 u maloj biopsiji u operabilnih bolesnika, kako bi izdvojili bolesnike kojima ¢e se
adjuvantnom/neoadjuvantnom kemoterapijom temeljenoj na platini povecati uspjeSnost
lije¢enja, odnosno izbjec¢i nepotrebna toksi¢nost.

Kako su ispitanici bili lijeCeni kemoterapijom temeljenoj na platini, analiziran je prediktivni
znacaj ERCCI i utvrdeno je, da je u svim stadijima bolesti slab izrazaj ERCCI1 bio povezan s
duljim ukupnim prezivljenjem. Ispitanici u stadiju bolesti I-II-IIT koji su bili lijeceni
kemoterapijom kombiniranom s operacijom ili radioterapijom, Zivjeli su 34 mjeseca dulje ako
su imali slab tumorski izrazaj ERCC1 (45 mjeseci prema 11 mjeseci) (p=0,002). Ispitanici u
stadiju bolesti IV koji su bili lijeCeni samo kemoterapijom temeljenoj na platini, zivjeli su 19
mjeseci dulje ako su imali slab tumorski izrazaj ERCC1 (24 mjeseca prema 5 mjeseci).

Nase rezultate o prediktivnoj vrijednosti ERCC1 usporedili smo s rezultatima drugih autora
dobivenih uporabom razli¢itih metodologija. Lee i suradnici su 2017. godine objavili rezultate
prospektivne ET (engl. ERCCI Trial) studije u kojoj je kemoterapija s/bez citostatika
temeljena na platini trebala biti izabrana na osnovu imunohistokemijske analize ERCC1 (68).
Rabljeno je komercijalno protutijelo ERCC1 8F1 1 koriStena semikvantitativna analiza po
kojoj je kao ,,ERCCI pozitivan“ bio vrednovan adenokarcinom s 10 % jako pozitivnih ili
50% umjereno pozitivnih tumorskih stanica u maloj bronhoskopskoj biopsiji. Studija je
prekinuta zbog neuspjeha terapije birane na taj nafin. Autori su zakljucili da takav izbor
terapije, a zbog protutijela koje se pokazalo nespecifi¢no, nije znacajno pridonio prezivljenju
bolesnika u uznapredovaloj fazi NSCLC. U naSem radu primijenili smo komercijalno
protutijelo ERCC1 4F9 koje je u literaturi validirano kao najoptimalnije, a u razdjeljivanju na
slab/jak izrazaj ERCCI koristili medijan H skora, §to je vjerojatno naSu metodu ucinilo
pouzdanijom (76). Ozdemir i suradnici u 83 ispitanika s NSCLC nisu nasli povezanost
izrazaja ERCCI1 s ucinkom kemoterapije temeljene na platini i prezivljenjem. Autori kao
ogranicenje navode mali uzorak 1 retrogradno istrazivanje. Koristili su medijan H skora za
odredivanje slabog i jakog izrazaja ERCCI, ali drugo komercijalno protutijelo, ERCC1
SPM243 (67).
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Booton i suradnici su rtPCR metodom istrazili razinu ERCC1 mRNA na arhivskom materijalu
iz parafinskih blokova NSCLC i usporedili s u¢inkom kemoterapije i prezivljenjem ispitanika
(66). Nisu utvrdili znacajnu povezanost izrazaja ERCC1 mRNA s terapijskim odgovorom i
ukupnim prezivljenjem, ali su upozorili na insuficijentnost upotrebljene metode i preporucili
daljnje istrazivanje o povezanosti polimorfizma ERCCI, ERCC1 mRNA i proteina.

U meta analizi kineskih autora ustanovljeno je da polimorfizmi ERCCI, C118T i C8092A
mogu biti prediktivni biljezi za kemoterapiju temeljenu na platini u Azijskih bolesnika s
NSCLC (64). Postel-Vinay i suradnici ukazali su na postojanje Cetiri izoforme ERCCI u
jezgri, od kojih je samo jedna uklju¢ena u popravak DNA-adukata. Trenutno, ni jedno od
komercijalno dostupnih protutijela ne omogucéuje diferencijaciju izmedu cetiri ERCCI1
izoforme, $to moze svakako pridonijeti pogresnoj procjeni izrazaja ERCC1 (70).

U prospektivnoj randomiziranoj studiji Cobo 1 suradnika je rtPCR metodom analiziran izraZaj
ERCCI1 mRNA u ispitanika s uznapredovalim stadijem NSCLC (102). Bolesnici u kontrolnoj
skupini lije¢eni su kombinacijom docetaksela i gemcitabina. Ispitivana skupina je lijeCena
docetakselom i cisplatinom ili docetakselom i emcitabinom, ovisno o niskoj ili visokoj razini
ERCC1 mRNA. U ispitivanoj skupini je terapijski odgovor bio znacajno bolji u usporedbi s
kontrolnom skupinom (50,3% prema 39,3%). Takemoto i suradnici su 2019. godine objavili
studiju u kojoj su procijenili korist od terapije bez platine u bolesnika sa stadijem bolesti
IIB/IV koji su imali visoki izrazaj ERCC1 mRNA 1 zakljucili da terapija bez platine za njih
moze biti u€inkovita (72). Istaknuli su vaznost uzorkovanja tumorskog tkiva za izolaciju
ERCC1 mRNA prije fiksacije u formalinu, jer formalin oSteCuje mRNA pa bi se na taj nain
smanjio broj laZzno negativnih uzoraka.

Problematika vezana uz procjenu prognosti¢kog i prediktivnog znacaja ERCCI1 istrazuje se i u
karcinomima drugih organa. Utvrdeno je da je jak izrazaj ERCC1 u plocastom karcinomu
usne Supljine povezan s kra¢im preZivljenjem (65). Povezanost jakog izrazaja ERCCI sa
slabim u¢inkom kemoterapije temeljene na platini analizirana je u bolesnica s karcinomom
jajnika 1 to analizom ERCCI1 u cirkuliraju¢im tumorskim stanicama (63). Iz navedenih studija
razvidna je neujednacenost u metodologiji analize ERCC1, §to svakako utjece na nesuglasje u
interpretaciji njegova prognostickog i prediktivnog znacaja. Laksa i to€na usporedba rezultata
je moguca samo ukoliko su rezultati dobiveni istom metodologijom (67, 103).

U nekoliko radova analiziran je prediktivan znacaj izrazaja ERCC1 u imunoterapiji NSCLC.

Chabanon 1 suranici su otkrili povezanost izmedu slabog izrazaja ERCCI 1 boljeg odgovora
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na imunoterapiju zbog povecanog broja neoantigena u tumorskoj stanici (104). S obzirom da
su dosadasnje studije ukazale na dobar imunoterapijski odgovor i u bolesnika koji su imali
negativan membanski izrazaj PD-L1 (<1% PD-L1 pozitivnih zlo¢udnih stanica), trazi se bolji
prediktivni imunobiljeg za ucinkovitost imunoterapije. Nekoliko studija je ukazalo na
nezavisnu prediktivnu vaznost zbroja mutacija u tumoru (engl. tumor mutational burden -
TMB) odredenih metodom NGS (engl. next generation sequencing - NGS). Sto je TMB bio

vedi, to je odgovor na imunoterapiju bio bolji 1 nije bio sukladan s izrazajem PD-L1 (49).

U zakljucku, istrazivanja prediktivnih ¢imbenika u kemoterapiji temeljenoj na platini jo$
uvijek nisu pronasla ¢imbenik koji bi bio spreman za klinicku primjenu. Uzimajuéi u obzir
kako je mehanizam rezistencije multifaktorijalan, identifikacija takvog ¢umbenika bi pomogla
ne samo u selekciji kemosenzitivnih bolesnika i izboru primjerene kombinacije lijekova, nego
bi se izbjegla nepotrebna toksi¢nost, smanjili troskovi lijeCenja i mozda poboljsali ishodi
lijeCenja. Rezultati naSe studije su potvrdili 1o§ prognosticki znacaj jakog
imunohistokemijskog izraZzaja ERCCI u ispitanika s adenokarcinomom pluca. Novost je §to je
slab izrazaj ERCCI1 potvrden kao dobar prediktivni biljeg u svim stadijima bolesti oboljelih
od adenokarcinoma plu¢a lijeCenih samo kemoterapijom temeljenoj na platini ili
kombiniranoj s operacijom ili radioterapijom. Imunohistokemijska analiza je vrijedna metoda
za evaluaciju izraZzaja ERCCI, ali treba posti¢i konsenzus oko najpouzdanijeg protutijela i
razlikovanja slabog od jakog izrazaja ERCCI, kako bi se izbjegle pogreSne interpretacije.
Takav postupak se pokazao mogucim u preciznom testiranju mnogih ¢imbenika povezanih s
terapijom. Osim toga, u stolje¢u imunoterapije slab izrazaj ERCC1 je prepoznat kao prediktor
dobrog odgovora na imunoterapiju inhibitorima kontrolnih tofaka. Razvidno je kako se
moraju uloZziti dodatni napori u identifikaciji mogucih prediktivnih ¢umbenika za svaki
terapijski modalitet koji bi mogao pridonijeti boljem ishodu lijeCenja oboljelih od
adenokarcinoma plu¢a s tim da buduca istrazivanja moraju biti ujednacena prema izboru

biljega i kriterijima procjene njegovog izrazaja.
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6. ZAKLJUCCI

62



Slab izrazaj ERCCI je u odnosu na jak izrazaj ERCC1 u adenokarcinomu pluca povezan
s duljim ukupnim prezivljenjem ispitanika lijeCenih kemoterapijom temeljenoj na platini,
kako u ispitanika u stadijima bolesti I-II-III, u kojih je kemoterapija kombinirana s
operacijom ili radioterapijom (p=0,001), tako i u ispitanika sa stadijem bolesti IV koji su

lije¢eni samo kemoterapijom (p<0,001).

Jak izrazaj ERCC1 u adenokarcinomu pluéa i losiji klinicki status izrazen prema ECOG-u
su nezavisni prognosticki pokazatelji koji utjecu na krace ukupno prezivljenje (p<0,001,

odnosno p=0,008).

Negativan izrazaj TTF-1 1 Napsina A je povezan s prisutnoséu udaljenih metastaza
(p=0,042, odnosno p=0,025). Negativan izrazaj Napsina A je povezan s ve¢im tumorom
(p=0,024). Jak izrazaj ERCCI je povezan s lo$ijim klinickim statusom izraZzenim po
ECOG-u (p=0,023), ve¢im tumorom (p=0,002), pozitivnim limfnim ¢vorovima

(p=0,001), prisutnos¢u udaljenih metastaza (p=0,005) i vi§im stadijem bolesti (p=0,021).

Najces¢i je bio solidni podtip adenokarcinoma pluca (51,8%), koji je u usporedbi s

ostalim podtipovima bio zna¢ajno povezan samo s muskim spolom (p<0,05).

EGFR mutacija je utvrdena u 9,9% ispitanika, ceS¢e u ZzZena (p=0,024), nepuSaca
(p<0,001) 1 starijih od 65 godina (p=0,041). Najcesca je bila delecija na eksonu 19 (19

del) 1 supstitucijska mutacija na exonu 21 (L858R), ukupno u 95% slucajeva.

Utvrdena je znacajna povezanost boljeg klini¢kog statusa izrazenog po ECOG-u
(p<0,001), nizeg klinickog stadija bolesti (p<0,001), manjeg tumora (p<0,001),
negativnih limfnih ¢vorova (p<0,001), odsutnosti udaljenih metastaza (p<0,001),
pozitivnog izrazaja TTF-1 (p=0,003) i Napsina A (p<0,001) te slabog izrazaja ERCCI

(p<0,001) s duljim ukupnim prezivljenjem.
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7. SAZETAK
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Uvod: ERCCI je endonukleaza koja pripada NER sustavu zaduzenom za popravak DNK
izrezivanjem nukleotida. Aktivna je u popravku platina-DNK adukata, nastalih djelovanjem
kemoterapije temeljene na platini (KTP) i jedan je od moguéih ¢imbenika ukljucenih u
rezistenciju na KTP. Ciljana terapija uznapredovalog adenokarcinoma plu¢a (AP) je suzila
primjenu KTP u prvoj liniji na oko 50% bolesnika koji nisu kandidati za tirozin kinazne
inhibitore ni imunoterapiju. Cilj retrogradne studije je utvrditi imunohistokemijski izrazaj
ERCC1 u AP i ispitati povezanost s klinicko-patoloskim pokazateljima, ukupnim
prezivljenjem i odgovorom na KTP, odnosno prognosticki i1 prediktivni zna¢aj ERCCI1 prije
ere ciljane terapije i imunoterapije u RH, kako bi dobili informacije vazne u svakodnevnoj
klini¢koj praksi. Ujedno je ispitan prognosticki znac¢aj izrazaja TTF-1 1 Napsin A u AP.
Materijali i metode: U istraZivanje je uklju¢eno 253 ispitanika s AP dijagnosticiranim na
uzorcima bronhoskopske biopsije od 2013. - 2015. godine u KBC-u Split. Revidirani su
originalni histoloski preparati i prikupljeni rezultati testiranja mutacije EGFR. 1z parafinskih
blokova tumorskog tkiva uradena je imunohistokemijska analiza ERCCI1 u 129 ispitanika.
IzraZzaj ERCCI1 je analiziran semikvantitativno 1 izraCunat H-skor te njegov medijan odreden
kao vrijednost za razdvajanje slabog (<0,1) od jakog (>0,1) izrazaja ERCCI1. Histoloski
podtip, imunohistokemijski izrazaj TTF-1, Napsina A, ALK i ERCCI1 te rtPCR metodom
odreden EGFR status usporedeni su s pracenim klinicko-patoloSkim pokazateljima i ukupnim
prezivljenjem. Vecina ispitanika je lijeCena samo KTP, a kod manje ispitanika je kombinirana
s operacijom ili radioterapijom. Podatci su statisticki obradeni i1 vrijednost p<0,05 izabrana
kao statisticki znaCajna razlika.

Rezultati: Medijan Zivotne dobi je bio 65 godina, u rasponu od 44 do 91 godine. Vec¢ina
bolesnika je bila muskog spola (63,6%), vecinom pusaci (86,5%) 1 sa stadijem bolesti IV
(69,5%). Solidni podtip je bio najces¢i (51,8% ) 1 u usporedbi s ostalim podtipovima znacajno
povezan s muSkim spolom (p<0,05). TTF-1 je bio pozitivan u 83,2% 1 Napsin A u 76,8%
slucajeva; bili su koeksprimirani u 93% slucajeva. Negativan izrazaj TTF-1 1 Napsina A je bio
povezan s prisutno$¢u udaljenih metastaza (p=0,042, odnosno p=0,025), a negativan izrazaj
Napsina A s ve¢im tumorom (p=0,024 ). Jak izrazaj ERCCI1, naden u 47,3% slucajeva, je bio
povezan s loSijim klinickim statusom izraZzenim po ECOG-u (p=0,023), ve¢im tumorom
(p=0,002), pozitivnim limfnim c¢vorovima (p=0,001), prisutnos¢u udaljenih metastaza
(p=0,005) i viSim stadijem bolesti (p=0,021). Izrazaj ERCC1 1 klinicki status izrazen po
ECOG-u su bili nezavisni prognosticki pokazatelji (p<0,001, odnosno p=0,008). Slab izrazaj

65



ERCCI1 je bio povezan s duljim ukupnim prezivljenjem ispitanika u stadijima bolesti I-II-II1
koji su lijeCeni kombinacijom kemoterapije temeljene na platini s operacijom ili
radioterapijom i ispitanika u stadiju bolesti IV koji su lije¢eni samo kemoterapijom temeljenoj
na platini, u odnosu na ispitanike s jakim izrazajem ERCC1 (p=0,001, odnosno p<0,001).
EGFR mutacija je utvrdena u 9,9% ispitanika, ¢eS¢e u Zena (p=0,024), nepusaca (p<0,001) i
starijih od 65 godina (p=0,041). ALK mutacija utvrdena je u 6,1% ispitanika, od kojih ni
jedan nije imao EGFR mutaciju.

Zakljucak: Jak izrazaj ERCCI1 i negativan izrazaj TTF-1 i Napsina A u AP su nepovoljni
prognosticki pokazatelji. Izrazaj ERCC1 ima prediktivnu vrijednost u ispitanika lije¢enih KTP
u svim stadijima bolesti, kako u stadiju IV u kojem je KTP bila jedina terapija, tako u
stadijima I-II-11I gdje je KTP kombinirana s operacijom/radioterapijom. Analiza ERCC1 u AP
bi mogla pomo¢i u donosenju odluke o terapiji, s obzirom da slab izrazaj ERCC1 upucuje na
vjerojatnost dobrog odgovora na KTP, a jak izrazaj ERCCI1 na slab odgovor i na taj nacin

izbjeci toksi¢nost neucinkovite terapije.
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8. SUMMARY

67



The utility of excision repair cross-complementing group 1 (ERCC1) expression
in small bronchoscopic biopsy of patients with lung adenocarcinoma in daily

clinical practice

Background: ERCCI is an endonuclease that belongs to the NER system involved in the
DNA repair by nucleotide excision. It is activated in the repair of platinum-DNA adducts,
produced by the action of platinum-based chemotherapy (PBC) and is one of the possible
factors involved in PBC resistance. Targeted therapy for advanced lung adenocarcinoma
(LAC) has narrowed the use of first-line PBC to about 50% of patients who are not candidates
for tyrosine kinase inhibitors or immunotherapy. The aim of this retrograde study was to
determine the level of immunohistochemical expression of ERCCI1 in LAC and to examine
the relationship with clinicopathologic variables, overall survival (OS) and response to PBC.
We want to analyse prognostic and predictive value of ERCC1 before the era of targeted
therapy and immunotherapy in Croatia, obtaining important information in everyday clinical
practice. The prognostic significance of TTF-1 and Napsin A expression in LAC was also
examined.

Material and methods: The study included 253 patients with LAC, patohistologicaly
diagnosed on bronchoscopic biopsy from 2013 to 2015 at the University Hospital Split,
Croatia. The original histological specimens were revised and results of EGFR testing were
collected. Immunohistochemical analysis of ERCC1 was performed from paraffin blocks of
tumor tissue in 129 patients. The expression of ERCC1 was analyzed semiquantitatively and
the H-score was calculated for each patient. Median of H-score was determined to separate
the weak (<0.1) from the strong (> 0.1) ERCCI expression. Histologic subtype,
immunohistochemical expression of TTF-1, Napsin A, ERCC1 and ALK, as well as rtPCR
determined EGFR status were compared with clinicopathologic variables and OS. All patients
were treated with PBC, alone in patients with stage disease IV and combined with surgery/
radiotherapy in patients with stage disease I-1I-III. Data were statistically analysed and the
value of p <0.05 was chosen as a statistically significant difference.

Results: The median age was 65 years, range 44 - 91 years. The majority of patients were
male (63.6%), smokers (86.5%) and in stage disease IV (69.5%). The solid subtype was
dominant (51.8%), and compared to other subtypes, associated with male sex (p <0.05). TTF-

1 was positive in 83.2% and Napsin A in 76.8% of cases; they were coexpressed in 93% of
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cases. Negative expression of TTF-1 and Napsin A were associated with the presence of
distant metastases (p = 0.042 and p = 0.025, respectively), and negative expression of Napsin
A with a larger tumor (p = 0.024). Strong ERCCI1 expression, found in 47.3% of cases, was
associated with poorer clinical status expressed according to ECOG (p = 0.023), larger tumor
(p = 0.002), positive lymph nodes (p = 0.001), the presence of distant metastases (p = 0.005)
and higher stage of the disease (p = 0.021). ERCC1 expression and clinical status, expressed
according to ECOG were independent prognostic factors (p <0.001 and p = 0.008,
respectively). Weak ERCCI1 expression was associated with a longer overall survival of
patients with disease stage I-II-III treated with PBC combined with surgery or radiotherapy
and patients with stage IV disease treated with PBC as the only therapy, compared to patients
with strong ERCC1 expression (p = 0.001 and p <0.001, respectively). EGFR mutation was
found in 9.9% of subjects, more often in women (p = 0.024), non-smokers (p <0.001) and
older than 65 years (p = 0.041). The ALK mutation was found in 6.1% of patients, none of
whom had an EGFR mutation.

Conclusion: Strong ERCC1 expression and negative expression of TTF-1 and Napsin A in
LAC were unfavorable prognostic indicators. ERCC1 had a predictive value in patients
treated with PBC in all stages of the disease, both in stage IV with PBC as the only therapy,
and in stages I-II-1II, with PBC combined with surgery or radiotherapy. Analysis of ERCC1
in LAC could help in making a therapeutic decision. Weak expression of ERCC1 indicates a
chance of a good response to PBC, and strong expression of ERCCI1 indicates a poor response

to PBC, and toxicity of ineffective therapy should be avoided.
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