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1. UVOD

1.1. Pluca

Respiratorni sustav ljudskog organizma je graden od nosa, zdrijela, grkljana, dusnika, dvije
dusnice te plu¢a (1) (Slika 1). Njegova glavna uloga u organizmu je unoSenje kisika i
izbacivanje ugljikovog dioksida. Izmjena ovih dvaju plinova se vrsi u milijunima alveola u
plu¢ima i kapilarama koje ih okruzuju (2). Pluc¢a ¢ine glavni di$ni organ ovjeka, spuzvaste su
grade 1 pri rodenju su svijetlo ruziCaste boje, no tijekom Zzivota, talozenjem razli¢itih tvari,
pluca odraslog Covijeka poprime sivu boju (3). Nalaze se u Supljini prsnog kosa te su gradena
od dva plu¢na krila; lijevo pluéno krilo koje ima dva reznja i desno pluéno krilo koje ima tri
reznja (1). Covjek svakodnevno udahne oko 8 000 litara zraka, dok istovremeno 10 000 litara
krvi prode kroz pluca Covjeka. Zahvaljujuéi elasti¢noj gradi, plu¢a su sklona stezanju i

negativni tlak prsne Supljine sprjecava njihov kolaps (3).

dusnik | traheja) - lljevo pluéne krilo
) _ lijgva glavna
desna pluéno krile “ dugnica
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desna glavna
dugnica
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Slika 1. Anatomski prikaz respiratornog sustava (izvor: https://www.onkologija.hr/rak-pluca/)



1.2. Karcinom plu¢a

Karcinom pluéa nastaje malignom transformacijom epitela bronha i bronhiola (4). Tri ¢injenice
upucuju na gensku osnovu raka: karcinogeni uzrokuju mutacije DNK, ¢esto tumori pokazuju
specificne abnormalnosti kromosoma te u rijetkim sluajevima raka se nasljeduje
predispozicija za nastanak istog. Brojna molekularno-geneticka istrazivanja su dokazala vezu
izmedu karcinoma i mutacije, i to pomoc¢u identifikacije ciljanih gena koji postanu mutirani i
koji su uklju¢eni u malignu transformaciju. Te gene Cine onkogeni i tumor-supresorski geni.
Onkogeni pretezno imaju funkciju u aktivaciji stani¢ne diobe, te se aktiviraju nakon stimulacije
faktorima rasta. Mutacije koje pojacavaju aktivnost ili ekspresiju onkogena mogu uzrokovati
malignu transformaciju. Tumor-supresorski geni, u suprotnosti sa onkogenima, su geni koji
normalno kodiraju proteine za sprjeCavanje stani¢ne proliferacije, a mutacijama dolazi do
njihove inaktivacije i nastanka tumora (5). Karcinom pluca se u 95% slucajeva razvija u

bronhima, dok se u alveolama razvija u svega 3-5% slucajeva (6).

1.3. Rizi¢ni faktori

Najznacajniji rizicni faktori koji pogoduju nastajanju karcinoma pluca su: pusenje, industrijsko
onecis¢enje zraka te pluéna fibroza (4). Uz navedene ¢imbenike, studije prikazuju i druge
uzroke, kao $to su pasivno puSenje, izlozenost radonu i drugim ioniziraju¢im zracenjima,
izloZzenost azbestu, kroni¢ne pulmoloske bolesti (tuberkuloza, kroni¢na opstruktivna plué¢na
bolest), te genetsku predispoziciju. IstraZivanja su pokazala da izloZzenost radonu ili azbestu u

kombinaciji sa pusenjem, znatno povecava rizik od nastanka karcinoma plué¢a (7).



1.4. Klini¢ki simptomi

Simptomi karcinoma pluc¢a nastaju zbog pritiska na bronhe i druge anatomske strukture te
lokalne iritacije. Velika veéina pacijenata (80-90%) je ve¢ razvila simptome u vrijeme
dijagnoze. Svi klini¢ki simptomi, znakovi i abnormalnosti u laboratorijskim testovima se mogu
podijeliti u Cetiri skupine: Simptomi vezani uz primarni tumor (uporan kasalj, zaduha,
iskasljavanje krvi (hemoptiza), simptomi vezani uz Sirenje tumora (bol u prsistu, promuklost),
sustavno djelovanje tumora (gubitak apetita, mrSavljenje, mucnina, poviSena temperatura,

umor), te paraneoplasti¢ni simptomi (neuroloski simptomi, neuroendokrini simptomi) (4,7).

1.5. Epidemiologija

Karcinom pluc¢a jedan je od naj¢esce dijagnosticiranih vrsta karcinoma, kako u svijetu tako i u
Republici Hrvatskoj. U Europi je 2018. godine karcinom pluca dijagnosticiran kod vise od 470
000 osoba te se prema ucestalosti nalazi na drugom mjestu u muskaraca (nakon karcinoma
prostate) i na tre¢cem mjestu kod Zena (nakon karcinoma dojke i karcinoma debelog crijeva).
Prema posljednjim podatcima Registra za rak Republike Hrvatske, Hrvatskog zavoda za javno
zdravstvo iz 2019. godine, ukupan broj novo dijagnosticiranih osoba oboljelih od karcinoma
bio je 25 352, od toga broja 17% muskaraca oboljelo je od karcinoma traheje, bronha i pluca
dok je kod Zena broj upola manji, odnosno 9%. Time je karcinom traheje, bronha 1 pluc¢a kod
muskaraca na drugom mjestu (nakon raka prostate), a kod Zena na tre¢em mjestu (nakon raka
dojke i debelog crijeva) po ucestalosti primarnog mjesta tumora novo dijagnosticiranih
karcinoma u Hrvatskoj. Navedeni podatci prikazuju istu incidenciju svih vrsta karcinoma u

Republici Hrvatskoj i Europi (8,9).



1.6. Dijagnostika karcinoma plu¢a

Dijagnostika karcinoma pluc¢a pocinje od pocetka prvih klinickih simptoma (kasalj, zaduha,
bol u prsistu), kada obiteljski lijecnik pacijenta Salje na pulmoloski pregled kod specijalista
pulmologa. Inicijalno se radi RTG pluca i srca gdje mogu biti prisutne promjene koje upucéuju
na rak pluca (tzv. ,sjene na plu¢ima®, izljev ili povecani limfni ¢vorovi), no ukoliko te
promjene nisu prisutne ono ne iskljuéuje bolest, te je potrebno uciniti kompjutoriziranu
tomografiju (CT), magnetsku rezonanciju (MR) ili pozitronsku emisijsku tomografiju (PET)
za pouzdaniju dijagnostiku (18). Ako se ustanovi neka promjena na plu¢ima, za naknadnu
patohistolosku dijagnostiku karcinoma pluca potrebna je biopsija tkiva koja se izvodi nesto

invazivnijom metodom, bronhoskopijom.

Bronhoskopija je jedna od najces¢ih 1 najstarijih dijagnostickih metoda pri cemu se savitljivim
bronhoskopom, pod op¢om ili lokalnom anestezijom, kroz usta ili nos, ulazi u bronhalno stablo

i uzima uzorak koji se potom $alje na patolosku /ili citolosku obradu (19).

Biopsiju tumora, osim bronhoskopijom, mozemo dobiti i CT-om vodenom biopsijom pluca
iglom. Ova se dijagnosticka metoda izvodi tijekom CT snimanja, pod lokalnom anestezijom,

gdje se tankom iglom ulazi u plu¢a i uzima uzorak (8).

Endobronhalni ultrazvuk (eng. EBUS- Endobronchial Ultrasound Transbronchial Needle
Aspiration) je takoder invazivna pulmoloska metoda koja se u praksi koristi za utvrdivanje je

li se karcinom pros§irio na obliZnje limfne ¢vorove (8,20).



1.7. HistoloSka podjela karcinoma pluéa

Tumori plu¢a mogu biti benigni ili maligni (karcinom plu¢a nemalih stanica i karcinom pluca
malih stanica), a oni su ujedno i znatno ¢es¢i. Morfoloskom analizom biopsija ili citoloskih
uzoraka, patolog ili citolog odreduju tip karcinoma, te se na temelju nalaza, pacijentu propisuje

adekvatna terapija.
Karcinom pluca histoloski se moze podijeliti na dvije velike skupine:

e karcinom pluc¢a nemalih stanica (eng. non-small cell lung carcinoma- NSCLC) i

e karcinom pluc¢a malih stanica (eng. small-cell lung carcinoma- SCLC).

NSCLC predstavlja najces¢i oblik karcinoma pluca u svijetu (80-85% ). NSCLC se dijeli na
sljede¢e podtipove: adenokarcinom (40%), planocelularni karcinom ili karcinom plocastih
stanica (25-30%) te karcinom velikih stanica (10-15%) (10) (Slika 2) .

NSCLC (85%)

ploc¢astih velikih
stanica stanica

(25-30%) Qj{10-15%)

Slika 2. Grafi¢ki prikaz podjele karcinoma plu¢a (izvor: https://www.abc-doctors.com/karcinomi-pluca-
1-dio)



1.7.1. Adenokarcinom pluca

Adenokarcinom ili karcinom Zlijezdanih stanica, predstavlja najces¢i histoloski podtip
karcinoma pluéa nemalih stanica u svijetu. TO je maligni epitelni tumor sa zlijezdanom
diferencijacijom i/ili proizvodnjom mucina (11). Ovaj tip NSCLC-a brzo raste i metastazira te
bolesnici ¢esto imaju losu prognozu. Vecina adenokarcinoma nastaje u perifernim dijelovima
plu¢a dok manji dio raste endobronhalno. Ovaj tip karcinoma se najéesée javlja kod Zena,
mladih osoba i nepusaca. Mikroskopski, adenokarcinom se ocituje stanicama koje mogu biti
stupiCastog ili kuboidnog oblika i promjenjive veliine. Jezgre mogu biti hiperkromne,
okruglog ili ovalnog izgleda razlicite veli¢ine, dok su citoplazme vrlo obilne (21) (Slika 3.)
Adenokarcinom pluca se dijeli na podtipove: adenokarcinom plu¢a in situ, invazivni i
minimalno invazivni adenokarcinom pluc¢a, koloidni karcinom pluca, fetalni adenokarcinom

plu¢a 1 adenokarcinom pluca enteri¢nog tipa (7).

Slika 3. Histolo$ki prikaz stanica adenokarcinoma pluéa (izvor:
https://www.pathologyatlas.ca/galleries/thorax/lung/adenocarcinoma-of-the-lung/#foobox-
1/1/adenocarcinoma-lung-papillary-med-mag.jpg)



1.7.2. Adenokarcinom pluéa in situ

Adenokarcinom in situ ¢ini 10% svih adenokarcinoma pluca a definira se kao adenokarcinom
koji sadrzi lepidni uzorak promjera < 3 cm, §to znac¢i da tumorske stanice rastu duz unutarnje
ovojnice alveola (4). Ovaj podtip adenokarcinoma ¢ini morfoloski upecatljiva lezija
jedinstvena za plu¢a. Na niskom mikroskopskom poveéanju tumorske stanice izgledaju kao
normalni pneumociti. Epitelne stanice ovog tumora mogu biti kockastog ili stupastog oblika te
mogu Ciniti velike nakupine koje se Cesto nalaze u alveolarnim kanalima zajedno s
makrofagima (Slika 4). Takoder, tumorske stanice mogu nalikovati na Clara stanice ili
pneumocite tipa Il (12). Tumori su veli¢ine <20 mm ali mogu biti i do 30 mm. Podtipovi

adenokarcinoma in situ su: ne mucinozni i mucinozni tumori pluéa (7).

Slika 4. Histolo$ki prikaz stanica adenokarcinoma pluéa in situ (izvor:
https://www.pathologyatlas.ca/galleries/thorax/lung/adenocarcinoma-in-situ-of-the-lung/)



1.7.3. Invazivni adenokarcinom

Veéina adenokarcinoma pluca je invazivna. Sadrze mjesavinu histoloskih podtipova, dok manji
broj invazivnih adenokarcinoma ima samo jedan obrazac rasta. Preko 80% reseciranih
adenokarcinoma ima najmanje dva a Cesto 1 tri pojedinacna tipa, dok ih manje od 10% nema
lepidnu komponentu. U histopatoloskoj dijagnostici navode se vrsta tumora te priblizan
postotak prisutnih podtipova tumora. Podtipove ¢ine lepidni, acinarni, papilarni,
mikropapilarni i solidni tumori s proizvodnjom mucina. Tumorske stanice mogu biti kockastog
ili stupiCastog oblika s velikim istaknutim jezgrama. Ovi tumori pokazuju imunohistokemijsku
ekspresiju markera pneumocita povezanih sa adenokarcinomom pluéa (npr. TTF-1, napsin A)

ili histokemijskom metodom za ekspresiju mucina (npr. PAS) u viSe od 5 tumorskih stanica

().

1.7.4. Minimalno invazivni adenokarcinom

Minimalno invazivni adenokarcinom ili MIA ¢ini pojedinac¢ni, diskretni i ograniceni
adenokarcinom do 5 mm ili manji s prevladavaju¢im lepidnim uzorkom i stromalnom
invazijom. Kod ovog podtipa adenokarcinoma moguce je vise zari$nih lezija, ali pojedina¢na
lezija ne smije biti veéa od 0,5 cm. Zarisna lezija mora imati nelipidnu strukturu ili pojedinaéne
tumorske stanice koje infiltriraju miofibroblasti¢nu stromu. MIA je obi¢no ne mucinoznog tipa,
dok rijetko moze biti mucinozni ili mjeSovitog tipa. Dijagnoza minimalno invazivnog
adenokarcinoma se ne moze razmatrati u slu¢ajevima tumorske nekroze ili kod invazije limfnih
ili krvnih Zila ili pleure (12,7).

1.7.5. Koloidni adenokarcinom pluca

Koloidni adenokarcinom plu¢a je invazivni adenokarcinom kod kojeg je prisutna velika
koli¢ina ekstracelularnog mucina koji $iri alveole 1 samim time ih uniStavaju te na taj nacin
potpuno uklanjaju pluéni parenhim. Koloidni tumori se naj¢es¢e javljaju u perifernom

parenhimu pluc¢a. Histoloski, tumorske stanice su kubi¢nog ili stupastog oblika i mogu se naci



u tzv. bazenima mucina zajedno sa ostatcima alevolarnih stijenki i fibroznog tkiva. Ovi tumori

su rijetki 1 uz potpunu resekciju tvorbe, bolesnici imaju dobru stopu prezivljenja (7,21).

1.7.6. Fetalni adenokarcinom pluc¢a

Ovaj rijedak podtip adenokarcinoma pluca, uglavnom se nalazi na periferiji pluca te se Cesto
otkrije slucajno. Veli¢ina tumora je 10-120 mm te se Cesto dijagnosticira kod teskih pusaca.
Tumori su ¢vrsti, bijelo-sivi ili Zuckastosmede boje, ostrih i1 lobularnih rubova (22). Ovaj se
karcinom dijeli na fetalni adenokarcinom visokog i niskog stupnja. U niskom stupnju, pacijenti
u ranoj fazi i ne metastaziranim karcinomom u limfne ¢vorove imaju dobru prognozu, dok

pacijenti sa fetalnim karcinomom visokog stupnja imaju stopu prezivljavanja 44% (21).

1.7.7. Adenokarcinom pluca enteri¢kog tipa

Adenokarcinom enteriCkog tipa je dobio naziv zbog slicnosti sa kolorektalnim
adenokarcinomom. Tumori su veli¢ine 10-115 mm, dobro su ograni¢eni, bijele do sive boje,
Cesto sa zuCkastim pjegama i ve¢inom se nalazi u periferiji plu¢a. Bolest se najceSce
dijagnosticira kod starijih muskaraca pusaca sa ve¢ uznapredovalom bolesti. Bitno je iskljuciti

metastazu kolorektalnog karcinoma u pluc¢a, pomoc¢u imunohistokemijskih markera (7).



1.7.8. TNM Klasifikacija karcinoma pluca

Ova klasifikacija se odnosi na karcinome plu¢a, uklju¢ujuéi karcinom plu¢a nemalih stanica,
karcinom plué¢a malih stanica i bronhopumlmonarne karcinoidne tumore, te se ne odnosi na
sarkome i druge rijetke tumore. Ovu podjelu karcinoma pluca preporuc¢a i Unija za
medunarodnu kontrolu raka (engl. Union for International Cancer Control, UICC) te ona

ujedno 1 predstavlja najces¢e koriSteni sustav za odredivanje proSirenosti tumora.

TNM sustav sastoji se od kategorije T koja ozna¢ava prisutnost i podrucje primarnog tumora,
kategorije N koja oznaCava regionalne limfne ¢vorove te proSirenost karcinoma na iste
(medijastinalni, hilarni, lobularni, i supraklavikularni limfni ¢vorovi) te kategorije M koja
oznatava udaljene metastaze karcinoma pluca. Svakom od slova pridodaje se broj koji u
slu¢aju primarnog tumora oznacava veli¢inu ili lokalnu proSirenost primarnog tumora, a u
slucaju regionalnih limfnih ¢vorova i udaljenih metastaza broj oznac¢ava njihovu prisutnost ili

odsutnost (Tablica 1) .

Za sve tri kategorije T, N i M su potrebne odredene dijagnosticke metode: klinicki pregled,
endoskopija, neke radioloske metode i/ili kirurSki odstranjen tumor (7,8). Stadij I-II
predstavljaju rani stadij NSCLC-a, stadij I11 predstavlja lokalno uznapredovali NSCLC a stadij
IV predstavlja metastatski stadij NSCLC-a.
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Tablica 1 TNM Klasifikacija karcinoma pluéa (izvor: WHO Classification of Tumours Editoria Bord.
Thoracic tumours.: International Agency for Research on Cancer. Lyon; 2021.)

STADIJ IA Tumor nije ve¢i od 3 cm i nije proSiren na obliznje limfne ¢vorove

(T1-NO-MO0)

STADIJ IB Tumor je veli¢ine 3-4 cm 1 nije prosiren na obliznje limfne ¢vorove
(T2a-NO-MO0)

STADIJ A Tumor je veli¢ine 4-5 cm i nije proSiren na obliznje limfne ¢vorove
(T2b-N0-M0)

STADILJ 1IB Tumor nije ve¢i od 5 cm ali se prosirio na obliznje limfne ¢vorove

(T1/2-N1-MO0)

STADIJIIB Tumor je veli¢ine 5-7 cm (ili ima viSe tumora u istom reznju), nije prosiren na obliznje limfne
(T3-NO-M0) ¢vorove (moze biti prosiren na druge dijelove pluca ili okolna podrucja izvan pluca)
STADIJ 1A Tumor nije veéi od 5 cm ali je pro$iren na limfne ¢vorove, ali ne i druge dijelove tijela

(T1/2-N2-Mo0)

STADIJ A Tumor je veli¢ine 5-7 cm ili postoji viSe tumora u istom reznju, prosiren je na obliznje limfne
(T3-N1-M0) ¢vorove te moze biti i prosiren na druge dijelove pluca ili okolna podrucja izvan pluca)
STADIJ A Tumor je ve¢i od 7 cm i prosiren je na tkiva i organe udaljene od pluca (srce, dusnik ili jednjak),

(T4-N0/1-MO)

ali se nije prosirio na druge dijelove tijela; moze biti viSe tumora u razli¢itim reZznjevima istog

pluénog krila; moze ali ne mora iti prosSiren na obliznje limfne ¢vorove

STADIJ 111B
(T1/2-N3-MO0)

Tumor nije veéi od 5 cm, prosiren je na udaljenije limfne ¢vorove, ali nije proSiren na bilo koji

drugi dio tijela

STADIJ 1B Tumor je velicine 5-7 cm, moze biti vise od jednog tumora u istom pluénom reznju; prosiren

(T3-N2-M0) je na obliznje limfne ¢vorove te moze biti prosiren na druge dijelove pluca i obliznje strukture

STADIJ 1IB Tumor je veci od 7 cm te je proSiren na tkiva i strukture udaljene od pluca (srce, dusnik ili

(T4-N2-M0) jednjak); nije prosiren u drugi dio tijela; prosiren je na udaljenije limfne ¢vorove; moguce je
vi$e tumora u razli¢itim reZznjevima pluca

STADIJ IV Tumor je bilo koje veli¢ine, nalazi se u oba pluéna krila, moZe ali i ne mora biti proSiren na

(bilo koji T- bilo koji N-
M1)

limfne ¢vorove, prosiren je na drugi dio tijela; moZe uzrokovati nakupljanje tekuéine oko pluca

ili srca
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1.8. Receptor epidermalnog faktora rasta (EGFR)

EGFR ili receptor epidermalnog faktora rasta (eng. Epidermal growth factor receptor; HER-1
ILI erbBl) je transmembranski glikoprotein koji predstavlja jedan od Cetiri erbB obitelji
receptora tirozin kinaze (HER2/erbB2, HER3/erbB3, HER4/erbB4), s molekulskom tezinom u
rasponu od 170-185 KDa (15). Ovaj protein je graden od izvanstani¢ne receptorske domene,
transmembranske regije 1 unutarstani¢ne domene s funkcijom tirozin kinaze. Domena tirozin
kinaze EGFR-a gradena je od 2 reZnja, N-reznja i C-reznja, koji su medusobno odvojeni
rascjepom za vezanje ATP-a. N-rezanj EGFR kinaze uglavnom se sastoji od B-lanaca i
regulatornih aC-heliksa, dok je ve¢i C-rezanj uglavnom a-helikalni i sadrzi aktivacijsku petlju
(A-petlja) (6). Ova domena sadrzi tirozinske ostatke koji su mjesta fosforilacije sa ulogom u
signalnoj transdukciji koja slijedi nakon aktivacije receptora. lzvanstani¢nu regiju EGFR-a
¢ine dvije homologne ligand-vezuju¢e domene (I 1I1II) i dvije domene koje su bogate cisteinom

(11§ 1V) (Slika 5) (14).

ligandom
- aktivirana
glava

autoinhibirana
konformacija

[ dimerizaciona
rudica

ekstracelularni
domen

/_dimerizaciona
rucica

jukstamembranski
domen
intracelularni

domen aktivirani

aktivirajudi dimer

region

C-terminalni rep

Slika 5 Grafi¢ki prikaz strukture pojedinaénog EGFR proteina (lijevo) i aktiviranog dimera (desno)
(izvor: Drljacda J. et al. e MD-Medical Data 2019;11(1): 035-041)

Receptor EGFR prelazi iz neaktivnog oblika monomera u dimer vezanjem za ligande putem
izvanstani¢ne domene pri ¢emu se moze vezati na srodne ligande kao $to su epidermalni faktor
rasta (EGF), transformiraju¢i faktor rasta alfa (TGFa) ili betacelulin (BTC) (15). Vezanje

liganada dovodi do autofosforilacije receptorske tirozin kinaze koja aktivira signalne
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unutarstani¢éne puteve (npr. RAS-RAF/MaPK i PI3K/AKT/Mtor) a koji su ukljuceni u
regulaciju stani¢ne proliferacije, diferencijacije, migracije, genske ekspresije i apoptoze. EGFR
je prisutan u niskim razinama u normalnim zdravim stanicama (40 000 do 100 000 receptora
po stanici) no moze biti prekomjerno izrazen u nizu tumorskih stanica, ukljuc¢ujuéi rak dojke
NSCLC, rak bubrega, rak jajnika i rak kolona. Takva prekomjerna ekspresija proizvodi
intenzivno stvaranje signala i aktivaciju nizvodnih signalnih putova, $to rezultira stanicama
koje imaju agresivniji rast i karakteristike invazivnosti. Stimulacija ovih signalnih puteva
takoder utjeCe na vecu pokretljivost, adheziju i metastaziranje tumorskih stanica (16). Kod
tumora plu¢a nemalih stanica EGFR je prekomjerno izrazen u 40-80% slucajeva te je samim
time povezan sa visokom stopom metastaza, slabijom diferencijacijom tumora i visokom

stopom rasta tumora (17).

1.8.1. EGFR mutacije adenokarcinoma pluca

Mutacije receptora epidermalnog faktora rasta (EGFR) drugi su najces¢i onkogeni pokretaci
karcinoma plu¢a nemalih stanica (NSCLC) (13). Aktiviraju¢e mutacije u genu receptora
faktora rasta (EGFR) najceS¢e se javljaju u karcinomima pluca, posebno u nemalim
stanicama karcinoma plu¢a (NSCLC), no mogu biti prisutne i u nekim drugim karcinomima
kao $to su karcinom debelog crijeva ili dojke. Ove mutacije pojavljuju se u 10-20% pacijenata
bijele rase i 40-50% pacijenata azijskog porijekla s dijagnosticiranim rakom plu¢a nemalih
stanica (17), a ¢eSce se javljaju kod zena koje ne konzumiraju cigarete (35). Dvije najcesce i
¢esto nazivane ,.klasi¢ne* mutacije su delecija 747-749 uegzonu 19 i tockasta mutacija L858R
u egzonu 21 te one ¢ine 85-90% svih EGFR mutacija. Ostale mutacije su tzv. ,rijetke* mutacije
U NSCLC-u koje ukljucuju tockaste mutacije (npr. E709, G719X, S768l , L861Q), insercije i
delecije u egzonima 18-25, te slozene mutacije ¢iji klini¢ki znac¢aj jo$ nije u potpunosti jasan
(Slika 6) (14,17).

Tockasta mutacija L858R u egzonu 21 najéesce je detektirana mutacija u EGFR genu. U ovoj
mutaciji dolazi do transverzije timina u guanin $to rezultira supstitucijom leucina argininom u

egzonu 21 na kodonu 858 (36).
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E709X

Exon 18 Deletion Exon 19 Deletion Exon 20 Insertion L861Q

Mutation G719X Exon 19 Insertion S768I L858R

Exon

e e A e g A —
Structural feature B1 B2 B3 aC g4 B5 P6 aD aE  B7 B8PR9 B10
Point Mutation Insertion/Deletion

Slika 6 . Prikaz poloZaja EGFR mutacija i strukturne zna¢ajke EGFR gena. Narancasti okviri
oznacavaju to¢kaste mutacije, plavi okviri prikazuju mutacije insercije i delecije ( Izvor:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articlessPMC7083237/)

Druga najces¢e detektirana mutacija u mutacijama EGFR gena u karcinomu pluéa je delecija
u egzonu 19 (del747-750) zbog koje dolazi do eliminacije leucin-arginin-glutamat-alanin

sekvence u tirozin kinaza domeni EGFR gena (17, 36).

Treba napomenuti da mutacije EGFR-a nisu prisutne u svim slu¢ajevima navedenih
karcinoma. Njithova prisutnost varira ovisno o populaciji, etni¢koj grupi 1 drugim
¢imbenicima. Stoga je testiranje EGFR biomarkera vazno u identifikaciji pacijenata koji

mogu imati koristi od ciljane terapije usmjerene na EGFR signalizaciju.
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1.9. LijeCenje

Lijecenje karcinoma pluca ima razli¢it pristup. LijeCenje ovisi o stadiju i vrsti karcinoma,
op¢em zdravstvenom stanju te preferencijama samog pacijenta, a najcesce je kombinacija
operacije, radioterapije i kemoterapije. Nova saznanja o molekularnim svojstvima pojedinih
karcinoma posljedi¢éno dovode do promjena u pristupu lijeCenja karcinoma iz godine u godinu.
Karcinom nemalih stanica se lije¢i kirurski te je indiciran u 20-30% pacijenata, ukoliko je
tumor lokaliziran ili proSiren na okolna tkiva a najces¢e se radi lobektomija (23), odnosno
uklanjanje jednog reznja plu¢a. Osim toga, moguca je klinasta ili segmentalna resekcija, kojom
se uklanja vrlo mali dio plu¢a. Takoder se kirurS§ki moZe ukloniti ¢itavo pluéno krilo Sto se

naziva pulmektomija (8).

Ako pacijent ne moZe pristupiti operaciji ili je ve¢ operiran ali je karcinom zahvatio limfne
¢vorove lije¢i se kemoterapijom baziranoj na platini (24). Kemoterapija djeluje na tumorske
stanice tako da sprje¢ava njihov rast i dijeljenje. Istovremeno djeluje i unistava i tumorske i

zdrave stanice, te samim time, ima cijeli niz lo§ih nuspojava (8).

Imunoterapija je jedan od novijih metoda lijeCenja onkoloskih bolesti. Za razliku od
kemoterapije, koje uniStavaju tumorske i1 zdrave stanice, imunoterapija potice imunoloski

sustav pacijenta da unisti stanice tumora (25).

Radioterapija upotrebljava ioniziraju¢e zraCenje kojim unistava DNK stanica karcinoma te
time uzrokuje smrt stanice. Radioterapija se moze primijeniti u lijeCenju NSCLC-a ranog

stadija, nakon kemoterapije ili istovremeno (8).
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1.9.1. Pametni lijekovi

Sve do nedavno, uobicajeni pristup lijeCenju karcinoma pluca bila je kemoterapija bazirana na
platini. Lije¢enje je davalo skromne rezultate te je kod vecine pacijenata doslo do progresije
bolesti u razdoblju nakon tri do pet mjeseci. Razvoj novih lijekova u proteklom desetljecu
pokazalo se izazovnim. Nakon brojnih istrazivanja identificirano je nekoliko onkogenih
pokretaca same bolesti koji se mogu aktivno ciljati. Ciljana terapija ili pametni lijekovi, kako
se joS§ nazivaju, djeluju precizno na promjene na stanicama karcinoma koje uzorkuju njihov
rast, diobu i Sirenje. Tumori sa mutacijom EGFR gena ovise o aktivnosti EGFR-a za stimulaciju
signalnih putova, te je moguce lije¢enje takvih tumora oralnim putem sa inhibitorima tirozin
kinaze (TKI) koji blokiraju signalizaciju EGFR-a. Brojna istrazivanja pokazala su da ciljana
terapija NSCLC-a s pozitivnim EGFR mutacijama ima bolji ishod od klasi¢ne kemoterapije te
se trenutno smatra kao prva linija lije¢enja NSCLC-a (26). Ciljana terapija na tumorske stanice
djeluje znatno selektivnije te je time omogucila manju toksi¢nost i bolju ucinkovitost u
usporedbi sa standardnom kemoterapijom na bazi platine (27). Razli¢ite karakteristike
razvijenih inhibitora tirozin kinaze te period njihovog otkri¢a, doveli su do kategorizacije

lijekova u tri generacije, dok je Cetvrta generacija u razvitku.

1.9.2. Prva generacija lijekova

Gefitinib (Iressa) i Erlotinib (Tarceva) ¢ine EGFR inhibitore tirozin kinaze (engl. Tyrosine
kinase inhibitors - TKI) prve generacije. Oni se reverzibilno vezu na kinaznu domenu EGFR-
a i snazno inhibiraju receptor kada je aktiviran uobi¢ajenim mutacijama — delecijom u egzonu
19 ili supstitucijom egzona 19, L858R (29). Ovi lijekovi djeluju na nacin da prekidaju
signalizaciju EGFR-a inhibiraju¢i vezanje ATP-a za EGFR te posljedi¢no dolazi do inhibicije
aktivacije EGFR-a i stani¢ne proliferacije (30). Nazalost, veéina pacijenata s viemenom razvije
rezistenciju na navedene lijekove. Postoje tri glavne kategorije steCene rezistencije: ciljna
alteracija zbog pojave tercijarnih EGFR mutacija (npr. T790M mutacija u egzonu 20);
aktivacija drugih signalnih putova koji zaobilaze inhibiciju EGFR-a, i histoloske promjene
koje ukljucuju prijelaz iz epitela u mezenhim 1ili prijelaz u histoloske znacajke malih stanica

(31).

16



1.9.3. Druga generacija lijekova

EGFR TKI druge generacije djeluju istovremenom i ireverzibilnom inhibicijom vise ErbB
receptora. Afatinib (Gilotrif) je lijek druge generacije koji djeluje kao ireverzibilni inhibitor
kovalentno se vezuci za receptor pri ¢emu uzrokuje jacu inhibiciju, manju toksi¢nost lijeka te
dulje prezivljenje pacijenta (14). Afatinib je odobren za lije¢enje NSCLC-a s pozitivnom EGFR
mutacijom (najéeS¢e L858R ili delecija u egzonu 19), a takoder se koristi 1 u lijeCenju
karcinoma skvamoznih stanica plu¢a nakon neuspjele prve linije kemoterapije. Kao i1 Afatinib,
Dakomitinib (Vizimpro) takoder ireverzibilno inhibira EGFR, HER2 i ErbB4, iako je snazniji
u inhibiciji EGFR od ostalih ¢lanova HER obitelji. Ovaj lijek takoder se primijenjuje pri
lije¢enju NSCLC-a s pozitivnim EGFR mutacijama L858R ili delecije u egzonu 19 (29).

1.9.4. Treéa generacija lijekova

Trecoj generaciji EGFR TKI pripada lijek Osimertinib (Tagrisso), oralni lijek koji selektivno i
ciljano djeluje na odredene EGFR mutacije, te se primjenjuje u odraslih bolesnika s rakom
plu¢a nemalih stanica (engl. non-small cell lung cancer, NSCLC) stadija IB - Il1lA kojima je
tumor pozitivan na deleciju egzona 19 ili supstituciju egzona 21 (L858R). Takoder se koristi
kod lijeCenja odraslih bolesnika s lokalno uznapredovalim ili metastatskim NSCLC-om
pozitivnim na sekundarnu mutaciju T790M EGFR za koju je dokazano da je jedna od
znaCajnijih uzroka razvoja steCene rezistencije prilikom primjene prethodnih generacija
lijekova (31,33).

Osimetrinib se pokazao boljim lijekom od kemoterapije na bazi platine u drugoj liniji lijecenja
pacijenata s T790M pozitivnim NSCLC-om. Ovaj lijek se pokazao superiornijim u usporedbi
s Gefitinibom ili Erlotinibom te se samim time stopa prezivljenja pacijenata znatno povecala
(29). Uz Osimertinib, u trecoj generaciji EGFR TKI lijekova pripadaju Olmutinib, Nazartinib,
Avitinib 1 drugi, no unato¢ razvitku ovih drugih oblika, Osimetrinib je jo§ uvijek prvi izbor u

lijeCenju NSCLC-a (31).
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1.9.5. Cetvrta generacija lijekova

Nova istrazivanja omogucuju bolje razumijevanje i identifikaciju specificnih mehanizama
otpornosti na EGFR-TKI te se s vremenom pojavljuju novi nacini lije¢enja za prevladavanje
tih mehanizama otpornosti. C797S mutacija, koja se moze pojaviti u prisutnosti ili odsutnosti
T790M mutacije ¢ini najces¢i mehanizam otpornosti EGFR-a na lijek Osimetrinib (33). Stoga
su EGFR-TKI cetvrte generacije u razvoju kako bi prevladale ove rezistentne mutacije.
Brigatinib se pokazao kao potencijalni novi lijek za tvz. triple-mutant EGFR, odnosno, tri
rezistentne mutacije T790M/C797S/L858R. Preliminarni podatci studija prikazuju
obecavajuce rezultate s terapijama cetvrte generacije EGFR-TKI, no, klinicke podatke

istrazivanja tek je potrebno objaviti (33).
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2. CILJ RADA

Glavni ciljevi ovog istrazivanja su:

e utvrditi ucestalost 1 tip mutacija EGFR gena u pacijenata sa dijagnosticiranim
karcinomom pluéa u istrazivanom periodu
e procijeniti rizi€ne faktore za razvoj karcinoma pluca na temelju provedene statisticke

analize podataka o spolu, dobi, te pusackom statusu
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3. 1ZVORI PODATAKA | METODE

3.1 Ustroj studije i ispitanici

U ovu retrospektivnu studiju je ukljucen 251 pacijent kojima je dijagnosticiran karcinom pluca
na Klinickom zavodu za patologiju 1 citologiju Klinicke bolnice Dubrava u razdoblju od 01.
sijeCnja 2021. godine do O1. travnja 2023. godine. Podatci o ispitanicima prikupljeni su iz
raCunalne baze podataka Issa na Klinickom zavodu za patologiju i citologiju. Prikupljeni
podatci ukljucuju spol i dob ispitanika, vrstu bioloskog uzorka, tip karcinoma te pusacki status
pacijenta. Od ukupnog broja zaprimljenih uzoraka, 103 je bilo od Zenskih osoba, dok je 148
bilo od muskaraca. Najmladi pacijent imao je 33 godine, dok je najstariji imao 89 godine, a
prosjecna dob testiranih osoba bila je 67 godina. Ovo istrazivanje je odobrilo Eticko
povjerenstvo Klinicke bolnice Dubrava (2023/1605-01, 16. svibanj 2023.god) te Eticko
povijerenstvo Sveucili$nog odjela za forenzi¢ne znanosti (KL:025-03/23-03/17, UR: 2181-227-
102/01-3, 16. svibanj 2023.god).

3.2. Metode analize

3.2.1. Patohistoloski uzorci

Patohistoloske uzorke ¢ine male bronhoskopske biopsije te intraoperativne biopsije karcinoma
plu¢a. Nakon preuzimanja biopsija pluc¢a, u laboratoriju uzorci prolaze fiksaciju u 4%
puferiranom formalinu (najmanje 24 h), a zatim se dalje pripremaju u uredaju Histokinet,
odnosno automatskom tkivnom procesoru (Tissue-Tek VIP® 6 Al, Sakura, Japan) po
protokolu histoloskog laboratorija Klini¢kog zavoda za patologiju i citologiju Klinicke bolnice
Dubrava (Tablica 2). U uredaju se uzorci dehidriraju kroz seriju alkohola uzlazne
koncentracije te infiltriraju ksilolom, a zatim se uklapaju u parafinski blok. Blokovi se rezu na
rotacijskom mikrotomu (HistoCore BIOCUT, Leica Biosystems) u rezove debljine 5 pm.
Potom slijedi deparafinizacija kroz ksilol i seriju alkohola opadajuce koncentracije (Tablica 3).
Presjeci tkiva zatim su postavljeni na predmetna stakalca (Avantor, VWR, 631-1553, 76x26

mm,1,0 mm) i obojani klasi¢nom hemtoksilin-eozin metodom (Slika 7).
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Tablica 2 Protokol procesuiranja tkiva u histokinetu

(prema : Klini¢ki zavod za patologiju i citologiju, KB Dubrava)

Kemikalija Vrijeme Temp. (°C)
1. Formalin 3 min 45
2. 70% alkohol 1h 37
3. 70% alkohol 1h 37
4. 96% alkohol 1h 37
5. 96% alkohol 1h 37
6. 96% alkohol 1,30h 37
7. 100% alkohol 1,30h 37
8. 100% alkohol 1,30h 37
9. Kasilen 1,30h 37
10. Ksilen 1,30h 37
11. Parafin 1,30h 63
12. Parafin 1,30h 63
13. Parafin 10 min 63
14. Parafin ~ min (do vadenja | 63
biopsija iz histokineta)
Tablica 3 Protokol bojanja hematoksilin-eozin metodom
(prema: Klinicki zavod za patologiju i citologiju, KB Dubrava)
Kemikalija Vrijeme Kemikalija Vrijeme
Supstitucija ksilola 3 min Ispiranje u vodi 10 urona
Supstitucija ksilola 3 min Kiseli alkohol 1 uron
Supstitucija ksilola 3 min Ispiranje u vodi 10 urona
Supstitucija ksilola 3 min Eozin 1 min
100% alkohol 1 min Ispiranje u vodi 10 urona
96% alkohol 1 min 70% alkohol 2 min
70% alkohol 1 min 96% alkohol 2 min
Hematoksilin 3 min 100% alkohol 2 min
Ispiranje u vodi 10 urona Ksilen 3 min
Scott otopina 1 min Ksilen 3 min
Susenje preparata 2 min
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Nakon $to pod svjetlosnim mikroskopom (Olympus BX, Njemacka), pregleda preparate pod
povecanjem od najmanje 10x do 100x, lije¢nik patolog moze odrediti dodatna histoloska ili
imunohistokemijska bojanja. Najcesce su to TTF-1 i p40 te prediktivni markeri za karcinom
plu¢a: PDL-1 SP263, ALK D5F3 i ROS-1 (SP384) (Ventana Benchmark Ultra, Roche
Diagnostics). Nakon $to patolog diferencira adenokarcinom pluca u uzorku, odreduje dodatno
molekularno-geneticko testiranje na EGFR mutaciju. Za molekularnu dijagnostiku potreban je
odredeni parafinski tumorski blok koji ima najveci broj tumorskih stanica. Na hematoksilin-
eozin stakalcu patolog oznac¢ava odredeni dio tumora sa najve¢im tumorskim udjelom te se taj

rez koristi za daljnju molekularnu analizu.

Slika 7 Adenokarcinom plu¢a. Hematoksilin-eozin obojenje, x200

(Izvor: Zavod za patologiju i citologiju, KB Dubrava, Zagreb; arhivski materijal)
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3.2.2 Citoloski uzorci

Najcesc¢i citoloski uzorci upuceni na molekularnu analizu karcinoma plu¢a su bris bronha
Cetkicom, pleularni izljev te punkcije limfnih ¢vorova. Nakon punkcije ili brisa bronha
cetkicom, lije¢nik uzorak stavlja na predmetna stakalca, od pleularnog izljeva ili punkcije se
napravi razmaz, dok se kod brisa bronha ¢etkicom, kruznim pokretima uzorak sa ¢etkice stavlja
na predmetno stakalce (Avantor, VWR, 631-1553, 76x26 mm,1,0 mm). Svi uzorci na stakalcu
se nakon zaprimanja u laboratorij fiksiraju na zraku i zatim bojaju May-Griinvald Giemsa

(MGG) metodom (Slika 8) ¢iji je protokol prikazan u tablici 4.

Tablica 4 Protokol bojanja prema May-Grinwald Giemsa metodi

Kemikalija Vrijeme

1. Fiksiranje preparata na zraku 1h
2.  May-Grinwald 3-5 min (ovisno o debljini razmaza)
3. Destilirana voda 10 urona
4. Destilirana voda 10 urona
5. Otopina Giemse 5% 10-15 min (ovisno o debljini razmaza)
6. Destilirana voda 10 urona
7. Destilirana voda 10 urona
8. Brisanje stakala s donje strane 80%

alkoholom
9. SuSenje stakalaca
10. Oznacavanje stakalaca vodootpornim

markerom

Nakon §to pregleda tako pripremljene uzorke pod svjetlosnim mikroskopom, pod povecanjem
od najmanje 10x do 60x (Olympus BX, Njemacka), osim klasi¢nih bojanja, lije¢nik citolog
moze traziti i dodatna imunocitokemijska bojanja za identifikaciju slabo diferenciranih i
nediferenciranih malignih tumora. Najcesce su to TTF-1 i p40 te prediktivni biomarkeri za
karcinome pluc¢a: PD-L1 22C3 (Dako Autostainer Lien 48+, Sakura), ALK D5F3 i ROS-1
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(SP384) (Ventana Benchmark Ultra, Roche Diagnostics). Ukoliko lije¢nik citolog pomocu
MGG i imunocitokemijskih metoda potvrdi dijagnozu adenokarcinoma plu¢a, oznacava
podrucje na stakalcu sa najvise tumorskih stanica te ga $alje na molekularnu analizu kako bi se
utvrdilo je li uzorak pozitivan na neku od EGFR mutacija. Obzirom na rezultat molekularnog

testiranja, odnosno prisutnost ili odsutnost mutacije, pacijentu se propisuje adekvatna terapija.

$.°y

e
ve

Slika 8. Adenokarcinom plué¢a. May-Grunwald Giemsa metoda, x 200

(Izvor: Zavod za patologiju i citologiju, KB Dubrava, Zagreb; arhivski materijal)

3.2.3 Molekularna analiza EGFR gena

Detekcija mutacija receptora epidermalnog faktora rasta (EGFR) preporucuje se u svih
bolesnika s uznapredovalim karcinomom pluc¢a nemalih stanica zbog dokazane ucinkovitosti
standardne terapije inhibitorima tirozin kinaze u pacijenata s mutiranim EGFR-om. U svrhu
utvrdivanja prisutnosti mutacije u uzorcima uklopljenim u parafinske blokove (FFPE uzorci)
ili citoloskim razmazima Koristi se Idylla™ EGFR Mutation Test (Biocartis, Belgija). To je in
vitro dijagnosticki test za kvalitativnu detekciju EGFR tockastih mutacija u egzonu 18
(G719A/C/S), egzonu 21 (L858R, L861Q), egzonu 20 (T790M, S768l), deleciju u egzonu 19

te insercije u egzonu 20. Test se provodi na uredaju Idylla™ (Biocartis, Belgija). ldylla™ je
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potpuno automatiziran i brz sustav za detekciju ciljanih mutacija koriste¢i jednokratnu patronu
specificnu za testiranje (Slika 9). Sustav Idylla™ pokriva cijeli proces analize DNK,
vremenu te analizu podataka. Citav proces analize u samom uredaju odvija se unutar 150
minuta. U samoj patroni testa nalaze se svi potrebni reagensi za PCR reakciju, ukljucujuéi i
unutarnju kontrolu. Za molekularnu analizu je potrebno najmanje 10% tumorskih stanica u

citoloSkom razmazu ili parafinskom bloku.

Slika 9. Biocartis EGFR test

(izvor: https://www.biocartis.com/en/meet-idylla/idylla-oncology-tests/idylla-egfr-mutation-test)

3.2.3.1. Priprema patohistoloskih i citoloSkih uzoraka za
molekularnu analizu

Parafinski blok se reze na mikrotomu koji je prethodno potrebno detaljno ocistiti PCR sprejom
(PCR Clean™, Minerva Biolabs) koji degradira nukleinske kiseline i inaktivira enzime na
povrsini, kako ne bi doSlo do kontaminacije. HistoloSki uzorak se reZze na to¢no odredenom
mjestu u parafinskom bloku koji je patolog oznac¢io na hemtoksilin-eozin stakalcu. Debljina
reza mora biti 5 um, te ovisno o veli¢ini uzorka, potrebno je staviti 1-2 reza (>1 mm?). Uzorak
se stavlja izmedu dva filter papirica namocena sterilnom vodom te se sterilnom pincetom

stavlja u patronu Idylla™ EGFR Mutation Test za daljnju analizu na Idylla™ uredaju.

Citoloski razmazi se sastruzu sa predmetnog stakalca sterilnim skalpelom te se uzorak stavlja

izmedu dva filter papiri¢a natopljena sterilnom vodom. Takoder je bitno da je radna povrSina
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sterilna kako ne bi doslo do kontaminacije uzoraka. Filter papiri¢i s uzorkom se stavljaju

sterilnom pincetom u patronu Idylla™ EGFR Mutation Test za daljnju analizu.

3.2.3.2. Prikaz rezultata

Nakon zavrene analize u Idylla™ platformi rezultati se softwerski obraduju te su vidljivi na

Idylla™Explore web stranici gdje se uz potrebne korisnicke podatke 1 lozinku mogu analizirati

grafikoni koji prikazuju PCR krivulje analiziranih uzoraka. Rezultati su grafi¢ki jednostavno

prikazani pomocu pet setova grafikona sa PCR krivuljama, pri ¢emu svaki grafikon odgovara

jednoj od pet PCR komora Idylla™ patrone, oznacenih od A do E. Ispod grafikona nalazi se

popis vizualiziranih mutacija koji odgovaraju krivuljama, zajedno sa unutarnjim kontrolama

(Slike 10 i 11).

G7198
insH

L8610

Del 9/21a

® EGFR Total

16.70

0 10
9| A 9| B
8 8
7 7
6 6
5 5
4 4
3 3
2 2
1 1
0 0
1 4
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
EGFR GENOTYPE:
3922 @ L858R: MUTATION DETECTED @
TARGET ca ACa TARGET ca
® EGFR Total 16.69 Del 15

Slika 10. Prikaz rezultata PCR analize na Idyla™ uredaju (izvor: arhiva rezultata na web stranici Idylla
runs, https://idyllaexplore.biocartis.com/)
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Slika 11. Prikaz rezultata PCR analize na Idyla™ uredaju (izvor: arhiva rezultata na web stranici Idylla
runs, https://idyllaexplore.biocartis.com/)

Kao rezultat analize, Idylla™Explore prikazuje status mutacija odnosno jesu li detektirane ili

ne, kao i vrstu detektirane mutacije koja moze biti promjena u sekvenci aminokiselina ili

promjena u nukleotidu (Slika 12).

TEST RESULTS

TARGET CHAMB. ca Aca
® EGFR Total A 16.69

® EGFR Total B 16.70

® EGFR Total c 16.53

® EGFR Total D 16.72

® EGFR Total E 16.60

® |858R D 23.01 6.29

TARGET RESULTS

EGFR GENOTYPE:

L858R: MUTATION DETECTED

Protein change: p.Leu858Arg

Nucleotide change
€.2573T>G,c.2573_2574delinsGT.c.2573_2574delinsGA

EXON 19 DELETION: NO MUTATION DETECTED

T790M: NO MUTATION DETECTED

G719A/C/S: NO MUTATION DETECTED

Slika 12. Prikaz detektirane mutacije L858R u uzorku na IdylaTM uredaju (izvor: arhiva rezultata na
web stranici Idylla runs, https://idyllaexplore.biocartis.com/)
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3.2.4. Statisticke metode

Svi dobiveni rezultati su obradeni metodama deskriptivne statistike koriste¢i program
Microsoft Excel (Microsoft Office Standard, 2021.). Koristene su sljedece statisticke metodde
u Excelu: brojanje (Count), postotci (Percentage), pivot tablice (Pivot Tables), krizna tablica
(Contingency Table), sumarizacija podataka Sum funkcijom (SUM), proporcije (Propotions).
Ove metode omogucuju sveoubuhvatnu analizu i razumijevanje podataka, pomazuéi u
identifikaciji kljuénih obrazaca 1 potencijalnih faktora rizika za adenokarcinom pluca kod

muskaraca 1 Zena.
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4, REZULTATI

U razdoblju od 01. sijecnja 2021. godine do 01. travnja 2023. godine u Klinickoj bolnici
Dubrava na Klinickom zavodu za patologiju i citologiju, obraden je 251 pacijent sa dijagnozom
karcinoma plu¢a. Navedeni pacijenti su upuéeni na molekularno testiranje EGFR gena kako bi
im se ovisno o rezultatima analize mogla propisati ciljana terapija i samim time, poboljsati
ishod lijecenja. Uzorci su bili citoloski razmazi (bris bronha ¢etkicom, pleuralni izljev, punktat
limfnog Cvora) te patohistoloske biopsije (intraoperativni reznjevi pluca, bronhoskopije).

Citoloskih uzoraka bilo je 140 (56%), dok je patohistoloskih bilo 111 (44%) (Graf 1).

Patohistoloske
biospije
44%

M CitoloSki razmazi M Patohistoloske biospije

Graf 1. Udio bioloskih uzoraka testiranih na EGFR mutaciju

Od 251 ispitanika kod 209 (83,3%) pacijenata je dijagnosticiran adenokarcinom plué¢a kao
primarna dijagnoza, dok je u 30 (12%) pacijenata postavljena dijagnoza sekundarnog odnosno
metastatskog karcinoma. Kod 7 pacijenata (2,8%) je dijagnosticiran karcinom plo¢astih
stanica, dok su neuroendokrini tumor, adenoskvamozni karcinom te pleomorfni karcinom

zabiljezeni kod 1 pacijenta. Kod dvije osobe (0,8%) nije navedena dijagnoza (Tablica 5).
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Tablica 5 Broj pacijenata testiranih na EGFR mutaciju obzirom na vrstu dijagnosticiranog karcinoma

VRSTA DIJAGNOSTICIRANOG

BROJ PACIJENATA (%)

KARCINOMA (N=251)
Adenokarcinom pluéa 209 (83,3 %)
Metastatski tumor 30 (12%)
Karcinom plocastih stanica 7 (2,8%)
Neuroendokrini tumor 1 (0,4%)
Adenoskvamozni karcinom 1 (0,4%)
Pleomorfni karcinom 1 (0,4%)
Nema dijagnoze 2 (0,7%)

Obzirom na vrstu bioloskog uzorka, medu ukupnim brojem testiranih uzoraka prevladavali su

citoloski razmazi sa 56% (N=140). Raspodjela testiranih uzoraka obzirom na vrstu uzorka i

spol prikazana je na tablici 6.

Tablica 6 Raspodjela testiranih bioloSkih uzoraka obzirom na spol

VRSTA UZORKA MUSKARCI ZENE UKUPNO
BROJ (%) BROJ (%) BROJ
Citoloski razmazi 91 (65%) 49 (35%) 140
Patohistoloske biopsije 57 (51,4%) 54 (48,6%) 111
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Kod vecine ukupno testiranih pacijenata (N=147; 58,6%) sa dijagnosticiranim karcinomom
pluca, iz anamneze su takoder prikupljeni podatci vezani uz navike konzumiranja cigareta pri

¢emu je kod vecine utvrdeno da su pusaci (46%) ili bivsi pusaci (31%) (Graf 2).

Bivsi pusaci
31%

Pusaci
46%

Nepusaci
23%

M PusacCi M Nepusaci M Bivsi pusadi

Graf 2. Udio testiranih pacijenata obzirom na pusacki status

Kod pusaca i bivsih pusaca je broj zena znac¢ajno manji u odnosu na muskarce (Tablica 7).

Tablica 7 Udio testiranih muskaraca i Zena obzirom na pusacki status

Ispitivane varijable Muskarci (%0) Zene (%) Ukupan broj (%)
Pugac 42 (28,6%) 26 (17,7%) 68 (46,3%)
Bivsi pusac 34 (23,1%) 11 (7,9%) 45 (31%)
Nepusac 16 (10,9%) 18 (12,3%) 34 (23,2%)
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S rasponom godina testiranih pacijenata izmedu 33 i 89 godina, ukupni medijan dobi iznosi 67
godina. Od ukupnog broja testiranih osoba u navedenom razdoblju, prevladavali su muskarci

sa 59% (N=148). Demografska obiljezja pacijenata prikazana su u tablici 8.

Tablica 8 Demografska obiljeZja pacijenata testiranih na EGFR mutaciju

Ispitivane varijable | Medijan Mod Min Maks Ukupan broj
Muskarci 67 68 33 89 148
Zene 67 68 36 87 103
Ukupno 67 68 33 89 251

Obzirom na ukupni broj testiranih osoba, ve¢ina pacijenata bila je u dobnoj skupini od 61-70
godina (49%). (Tablica 9).

Tablica 9 Podjela testiranih pacijenata na EGFR mutaciju obzirom na dob

DOB (godine) UKUPNO (%)
33-49 11 (4,4%)
50-60 32 (12,7%)
61-70 123 (49%)
71-80 73 (29,1%)
81-89 12 (4,8%)

Od 148 muskaraca testiranih na EGFR mutaciju, najveci broj testiranih je u dobnoj skupini 61-
70 godina (54,7%), dok je najmanji broj muskaraca pripadao dobnoj skupini od 81-89 godina
(3,4%) (Tablica 10).
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Tablica 10 Udio testiranih muskaraca na EGFR mutaciju obzirom na dob i status mutacije

DOB (godine) BROJ (%) ISPITANIKA
(N=148)
33-49 7 (4,7%)
50-60 12 (8,1%)
61-70 81 (54,7%)
71-80 43 (29,1%)
81-89 5 (3,4%)

Od 103 Zene testirane na EGFR mutaciju, najveé¢i broj je bio u dobnoj skupini 61-70 godina
(40,8%), dok je najmanji broj zena bio u dobnoj skupini od 33-49 godina (3,9%) (Tablica 11).

Tablica 11 Udio testiranih Zena na EGFR mutaciju obzirom na dob

DOB (godine) BROJ (%) ISPITANIKA
(N=103)
33-49 4 (3,9%)
50-60 20 (19,4%)
61-70 42 (40,8%)
71-80 30 (29,1%)
81-89 7 (6,8%)

Od ukupnog broja testiranih uzoraka, kod 23% ( N=57) pacijenata je utvrdena pozitivna EGFR
mutacija dok je preostalih 77% (N= 194) uzoraka dalo negativan rezultat (Graf 3).
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Negativna EGFR
mutacija
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M Pozitivna EGFR mutacija

Graf 3. Udio pozitivnih i negativnih EGFR mutacija u ukupnom broju testiranih uzoraka

Pozitivna EGFR
mutacija
23%

® Negativna EGFR mutacija

Obzirom na broj ispitanika sa utvrdenom pozitivnom EGFR mutacijom, prevladavaju Zene
(52,6%, N=30) u odnosu na muskarce (47,4%, N=27 ) (Tablica 12).

Tablica 12 Udio pozitivhih EGFR mutacija obzirom na spol

Ispitivane varijable

Pozitivne EGFR mutacije

N (%)
Muskarci 27 (47,4%)
Zene 30 (52,6%)
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Vecina muskaraca sa utvrdenom pozitivnom EGFR mutacijom pripada dobnim skupinama od
61-70 godina te 71-80 godina (N=22, 81,5%) (Tablica 13).

Tablica 13 Udio pozitivnih testova na EGFR mutaciju po dobnim skupinama za muskarce

Dobna skupina Pozitivha EGFR
mutacija
N (%)

33-49 1 (3,6%)
50-60 2 (7,4%)
61-70 10 (37%)
71-80 12 (44,5%)
81-89 2 (7,5%)

Takoder, 1 ve¢ina Zena sa utvrdenom pozitivnom EGFR mutacijom pripada dobnim skupinama

od 61-70 godina te 71-80 godina ( N=23, 76,7%) (Tablica 14).

Tablica 14 Udio pozitivnih testova na EGFR mutaciju po dobnim skupinama za Zene

Dobna skupina Pozitivha EGFR
mutacija
N (%)

33-49 1 (3,4%)
50-60 4 (13,3%)
61-70 14 (46,7%)
71-80 9 (30%)
81-89 2 (6,6%)
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U ukupnom broju uzoraka kod kojih je utvrdena pozitivna EGFR mutacija, najcesce

zabiljeZzene mutacije su L858R (43%), te delecija u egzonu 19 (29%) (Graf 4).

M Delecija u egzonu 19 B Mutacija L858R B Mutacija L861Q
m Mutacija G719a/c/s W Mutacija ST68I W L858R+L861Q
B G719/A/C/S+T790M B T790M+delecija u egzonu 19 M ST681+L861Q

Graf 4. Udio tipova EGFR mutacija u ukupnom broju pozitivnih testova

Analizom podataka koji se odnose na muskarce testirane na EGFR mutaciju (N=148) utvrdeno
je da je su mutacije L858R i delecija u egzonu 19 najcesci tipovi mutacije (N=16, 59,3%), pri

¢emu Su obje najucestalije u dobnoj skupini od 71-80 godina (Tablica 15).

Ostale mutacije, poput G719A/C/S, ST68I i kombinacije L858R+L861Q, su rijetke te su

zabiljeZene u znatno manjem broju slucajeva (Tablica 15).

36



Tablica 15 Tip EGFR mutacija obzirom na spol (muskarci) i dob

MUTACIJA DIJAGNOZA DOB MUSKARCI
GODINE/BROJ (%) BROJ (N)
ISPITANIKA
L858R Adenokarcinom pluca 33-49:1 (11,1%) 9
50-60: 1 (11,1%)
61-70: 1 (11,1%)
71-80: 5 (55,6%)
81-89: 1 (11,1%)
Metastaza adenokarcinoma 71-78: 1 (100%) 1
pluca
Delecija u egzonu 19 | Adenokarcinom pluca 61-70: 2 (40%) 5
71-80: 3 (60%)
Metastaza adenokarcinoma 61-70: 1 (100%) 1
pluca
L861Q Adenokarcinom pluca 71-80: 1 (50%) 2
80-89: 1 (50%)
Metastaza adenokarcinoma 50-60: 1 (100%) 1
pluca
G719A/C/S Metastaza adenokarcinoma 61-70:1 (100%) 1
ST68I Adenokarcinom pluca 71-80: 1 (100%) 1
Planocelularni karcinom 61-70: 1 (100%) 1
L858R+L.861Q Adenokarcinom pluca 71-80: 1 (100%) 1
Metastaza adenokarcinoma 61-70: 2 (100%) 2
pluc¢a
GT719/A/C/S Adenokarcinom pluca 61-70: 1 (100%) 1
ST681+L861Q Adenokarcinom pluca 71-80: 1 (100%) 1
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Na temelju prikupljenih podataka za osobe Zenskog spola, a koje su testirane na EGFR

mutaciju, vidljivo je da su najcesce zabiljezene mutacije L858R idelecija u egzonu 19 (N=24,

80%) te da su obje najucestalije u dobnoj skupini od 61 do 70 godina (Tablica 16).

Ostale mutacije zabiljezene su u znatno manjem broju ispitanika (Tablica 16).

Tablica 16 Tip EGFR mutacija obzirom na spol (Zene) i dob

MUTACIJA DIJAGNOZA DOB ZENE
GODINE/BROJ (%) Broj (N)
ISPITANIKA
L858R Adenokarcinom pluca 50-60: 2 (8,3%) 14
61-70: 6 (25%)
71-80: 6 (25%)
Delecija u egzonu 19 Adenokarcinom pluca 50-60: 2 (14,3%) 10
61-70: 5 (35,7%)
71-80: 1 (7,1%)
80-89: 2 (14,3%)
ST68I Adenokarcinom pluca 33-49: 1 (50%) 2
71-80: 1 (50%)
L861Q Adenokarcinom pluca 5-60: 1 (100%) 1
L858R+L.861Q Adenokarcinom pluca 71-80:1 (100%) 1
T790M+delecija U | Adenokarcinom pluca 61-70: 1 (100%) 1
egzonu 19
ST681+L861Q Adenokarcinom pluca 61-70: 1 (100%) 1

Treba napomenuti da su metastatski tumori sa mutacijama L858R, delecijom u egzonu 19 i

L861Q prisutni samo kod muskaraca, dok kod Zena nema metastatskih tumora (Tablica 15).
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S. RASPRAVA

Karcinom pluca je jedan od glavnih globalnih javnozdravstvenih problema, te je ujedno i
naj¢esci tip karcinoma u svijetu koji biljezi najve¢u smrtnost (45). Opcenito, ucestalost raka
pluca i stopa smrtnosti priblizno su dva puta ve¢i kod muskaraca nego kod zena, iako omjer

muskaraca i zena varira od regije do regije (46).

Prema podatcima GLOBOCAN-a (Global Cancer Observatory) 2018. godine u Hrvatskoj je
oboljelo 3021 osoba od karcinoma pluca (stopa incidencije 72,5/100 00), i to 899 Zena (stopa
incidencije 41,7/100 000) i 2122 muskaraca (stopa incidencije 105,7/100 000) (47). Podatci
Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo pokazuju da je 2020. godine u Hrvatskoj oboljelo 3084
osoba od karcinoma pluc¢a (stopa incidencije 76,2/100 00), i to 1065 Zena (stopa incidencije
51,2/100 000) i 2019 muskaraca (stopa incidencije 102,6/100 000) (48). Usporedbom
navedenih podataka mozZe se zakljuciti da je kod Zena primjetan porast incidencije i mortaliteta
Sto je povezano s porastom prevalencije pusenja medu Zzenama, dok kod muskaraca incidencija
i mortalitet stagniraju ili su u blagom padu. U medunarodnoj studiji o prezivljavanju raka
CONCORD-3 objavljeni su podaci Hrvatskog registra za rak o petogodisnjem prezivljavanju
oboljelih od nekih vrsta raka za razdoblje izmedu 2000. i 2014. godine. Od 30 europskih
zemalja obuhvacenih istrazivanjem, Republika Hrvatska se nalazi medu pet zemalja s

najlosijim prezivljavanjem za rak pluca (10 %) (37,46,49).

Aktiviraju¢e mutacije/delecije EGFR gena, koje uzrokuju kontinuiranu aktivaciju EGFR
receptora, prisutne su kod priblizno 10 - 20% bijelaca s dijagnosticiranim karcinomom pluca

nemalih stanica (50).

U ovom istrazivanju analiza EFGR mutacija provedena je na ukupno 251 uzorku pacijenata
kojima je postavljena dijagnoza karcinoma pluca, pri ¢emu je 140 (55,8%) bilo citoloskih, a
111 (44,2%) patohistoloSkih. Ovo se moze objasniti ¢injenicom da se ve€ini bolesnika (vise od
70%) dijagnoza postavi u uznapredovalom stadiju kada operacija vise nije terapijska opcija.
U toj fazi citoloski uzorci su ¢esto manje invazivan izvor za dijagnozu i odredivanje

prediktivnih markera, te je potrebno manje uzorka a i sami proces analize je brzi (51,52).

Skupina ispitanika sastojala se pretezito od muskaraca (N=148, 59%) te 103 Zene (41%).
Obzirom na ukupni broj testiranih osoba, vecina pacijenata bila je u dobnoj skupini od 61-70
godina (49%) te od 71-80 godina (29,1%). Medutim, prisutnost pacijenata sa dijagnosticiranim

karcinomom pluca u dobi od 33 do 49 godina (4,9%) naglasava potrebu za boljim pracenjem i
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ranijom dijagnostikom u mladih osoba. Brojne druge publikacije otkrile su da pojavnost raka
plu¢a pokazuje snaznu korelaciju s dobi te da se najvise stope incidencije nalaze u starijih
osoba. Prema Portalu za istrazivanje raka u Ujedinjenom Kraljevstvu izmedu 2013.12015. vise
od 40% slucajeva raka pluca dijagnosticirano je u dobnoj skupini >75 godina (53). U SAD-u,
ucestalost doseze vrhunac u dobi od 80 do 84 godine kod muskaraca u usporedbi sa 75 do 79

godina kod Zena (54).

Veci udio karcinoma plu¢a kod muskaraca u odnosu na Zene zabiljezen je 1 u drugim sliénim
istrazivanjima provedenih na uzorcima zaprimljenima u KBC Split i KBC Osijek (38,54). U
istrazivanju provedenom u KBC Split, karcinom pluca dijagnosticiran je u 73% muskaraca i
23% Zena, dok je u KBC Osijek dijagnosticiran kod 58% muskaraca i 42% Zena. Prethodne
studije pokazale su spolne razlike u ucestalosti raka pluca te je incidencija raka pluca opcéenito
veéa u musSkaraca nego u zena (55,56). No posljednje studije ukazuju na to da se od 2006.

godine i incidencija i mortalitet brze smanjuju kod muskaraca nego kod zena (57,58).

U ovom istrazivanju najeS¢e dijagnosticiran histoloski podtip karcinoma plu¢a je bio
adenokarcinom pluca, dijagnosticiran kod ukupno 209 (83,3%) pacijenata, dok je u 30 (12%)
pacijenata postavljena dijagnoza sekundarnog odnosno metastatskog karcinoma. To je u skladu
sa podatcima prema kojima je adenokarcinom najcesc¢i tip karcinoma pluca i kod muskaraca 1
kod Zena (57). Opsezna studija provedena u SAD-u pokazala je da je u razdoblju od 2001. do
2015. njegova je ucestalost znacajno porasla kod oba spola, s neSto brzom stopom kod Zena

(58).

Istrazivanja su pokazala da oko 14% tumora pluc¢a u Europi nosi EGFR mutacije, u usporedbi
s 10% u SAD-u ili 35% u isto¢nih Azijata. Prisutnost EGFR mutacija kljucni je prediktor
uc¢inkovitosti inhibitora EGFR-tirozin kinaze (TKI) (43,59).

Od ukupnog broja testiranih pacijenata (251), kod 57 (23%) pacijenata utvrdena je prisutnost
EGFR mutacije. Naj¢esci tipovi su bile tzv. klasi¢ne mutacije L858R u egzonu 21 (42%) i
delecija u egzonu 19 (28%). Prevalencija ovih mutacija je u skladu s literaturom, koja ukazuje
na to da su mutacije L858R 1 delecija u egzonu 19 najcesc¢e kod adenokarcinoma pluca te ¢ine
oko 85% svih EGFR mutacija (14,40). U znatno manjem postotku su zabiljeZene su tzv. rijetke
mutacije poput L861Q (7%), G719A/C/S (2%) te ostale navedene u grafu 4. Ucestalost
mutacija L858R i delecije u egzonu 19 moze se izmedu ostalih usporediti i sa studijom iz Bosne
i Hercegovine gdje su rezultati, kao i rezultati ovog rada, u skladu sa ocekivanom

prevalencijom EGFR mutacija, s obzirom na zemljopisni poloZaj i etnicku pripadnost
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proucavane skupine, tj. 0soba bijele rase iz Juzne Europe (41). U Hrvatskoj je 2016. godine
napravljena studija na citoloskim uzorcima gdje je broj pozitivnih mutacija na 177 pacijenata
iznosio 19,8%, takoder uz naj¢es¢e detektirane mutacije delecije u egzonu 19 (10,2%) i

tockaste mutacije L858R u egzonu 21 (9,6%) (42).

U uzorcima analiziranim za potrebe naseg istrazivanja, mutacije L858R i delecija u egzonu 19
kod Zena su bile prisutne u 80% slucajeva a najéesée su utvrdene u dobi od 61 do 70 godina.
Kod muskaraca su te mutacije zabiljeZzene u 51,9 % slucajeva i to najces¢e u dobi od 71 do 80
godina. I kod muskaraca i kod Zena sa detektiranom pozitivnom EFGR mutacijom najcesca
uputna dijagnoza bio je adenokarcinom pluca, pri cemu je zanimljivo za primijetiti da je kod

svih pozitivnih Zena to bila postavljena dijagnoza, odnosno nije bilo metastaskih tumora.

Daleko najvazniji rizi¢ni faktor za razvoj karcinoma pluéa je uporaba duhana. Sukladno
literaturi, 85% smrti od tog karcinoma diljem svijeta moze se pripisati pusenju $to upucuje na
zakljucak da se vecina karcinoma plu¢a moze prevenirati (57). No treba naglasiti, da u 21.
stoljeCu ucestalost adenokarcinoma plu¢a medu nepusacima raste, a za takve bolesnike je

otprilike 2,5 puta veca vjerojatnost da ¢e biti zena nego muskarac (60).

Razlike u pusackim navikama vezanim uz spol utjecale su na promjenjivu demografiju raka
pluca (61). Povijesno gledano, muskarci imaju vec¢u prevalenciju pusenja od Zena u bilo kojem
trenutku, konzumiraju vise cigareta dnevno te imaju vece stope koriStenja duhanskih proizvoda

(58).

Pusenje cigareta je kod Zena doseglo vrhunac 2 desetljeca kasnije nego kod muskaraca, stoga
je epidemija raka pluca pocela kasnije kod Zena, cemu je doprinijela i ¢injenica da su Zene
sporije prestajale pusSiti u odnosu na muskarce. U posljednjem desetljecu, navike konzumiranja
cigareta postaju sve sli¢nije medu spolovima (46). Prema istraZivanju iz 2016. u Sjedinjenim
Drzavama 15,5% svih odraslih osoba (37,8 milijuna) su pusac¢i (medu njima 17,5% muskaraca
te 13,5% zena), dok su 84,5% bivsi pusaci ili nepusaci (62). Opcenito govoreci, smanjena
prevalencija pusSenja u proSlim desetlje¢ima pripisuje se smanjenoj ucestalosti raka pluca 1

drugih karcinoma povezanim s cigaretama.

Brojne epidemioloske studije pokazuju da je rak pluc¢a kod Zena puno manje ovisan o duhanu
nego kod muskaraca (63,64). Sve veca pojavnost raka plu¢a kod Zena nepusaca 1 mladih Zena
zahtijeva dodatne studije u svrhu boljeg razumijevanja spolno utemeljenih pokretaca ove
bolesti. Pretpostavlja se da su kod Zena nepuSaca rizicni faktori za razvoj karcinoma pluca

razli¢iti okoli$ni ¢imbenici, geneticki faktori te hormonalni status (57,58).
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Za potrebe ovog istrazivanja za 58,6% testiranih pacijenata prikupljeni su podaci iz anamneze
0 pusackom statusu pri ¢emu je kod vecine utvrdeno da su pusaci (46%) ili bivsi pusaci (31%)

Sto ukazuje da je pusenje znacajan faktor rizika za razvoj i obolijevanje od karcinoma pluca.

Nedostatak ovog rada je nedovoljno informacija o puSackom statusu oboljelih. U buduc¢em
istrazivanju trebalo bi svakako za sve testirane pacijente voditi evidenciju o pusackom statusu
i koli¢ini cigareta (eng. packs per year) koji se ra¢una na na¢in da se pomnozi broj cigareta
koje je osoba konzumirala u danu sa brojem godina konzumacije. Takoder, usporedba veceg
broja razli¢itih uzoraka doprinijela bi novim spoznajama koje bi omogucile brzu dijagnostiku
primjenu adekvatne terapije. U vrijeme prikupljanja podataka za ovaj rad, u Klini¢koj bolnici
Dubrava nije postojao Odjel za onkologiju 1 radioterapiju koji je zapoceo s radom u prosincu
2022. godine. Uz sve navedene podatke, trebalo bi prikupiti i podatke o na¢inima lijeenja i
njihovim uc¢incima, o petogodiSnjem prezivljenju §to bi dovelo do jo$ kvalitetnije analize i

utvrdivanja najdjelotvornije terapije.
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6.

ZAKLJUCAK

Od 251 ispitanika kod 209 (83,3%) pacijenata je dijagnosticiran adenokarcinom plu¢a
kao primarna dijagnoza, $to ukazuje na ¢injenicu da je to najceséi tip karcinoma pluca
kod testiranih pacijenata

Analizom podataka utvrdeno je da je molekularnom analizom EGFR gena testirano
viSe muskaraca nego Zena, 148 (59%) muskaraca te 103 zene (41%)

Molekularno testiranje EGFR gena izvrseno je na vise citoloskih uzoraka (N=140,
55,8%) u odnosu na patohistoloske uzorke (N=111, 44,2%), s§to ukazuje na
prikladnost ove vrste uzorka prilikom dijagnostike karcinoma pluca. Citoloski uzorci
dobivaju se minimalno invazivnim postupcima i mogu dati dovoljno materijala za
dijagnostiku i terapijski tretman bolesnika s karcinomom plué¢a kao i omoguciti brze
rezultate analize.

Pozitivne EGFR mutacije zabiljezene su kod ukupno 57 (23%) testiranih pacijenata,
a najces¢i tipovi mutacija su bile L858R u egzonu 21 (N=24; 43% pacijenata) i
delecija u egzonu 19 (N=16; 29% pacijenata)

Obzirom na broj ispitanika sa utvrdenom pozitivnom EGFR mutacijom, prevladavaju
zene (52,6%, N=30) u odnosu na muskarce (47,4%, N=27)

Kod svih testiranih Zena dijagnosticiran je adenokarcinom pluca, a naj¢es¢e su
zabiljezene mutacije L858R i delecija u egzonu 19, ito u dobiod 61 do 70 godina.
Od ukupnog broja testiranih zena, njih 23 (76,7%) je bilo u dobnim skupinama 61-
70 godina te 71 1 80 godina. S obzirom na rezultate, vidljivo je da je starija Zivotna
dob povezana sa ve¢im rizikom od razvoja karcinoma pluca

Kod testiranih muskaraca prevladava dijagnoza adenokarcinoma pluca a najcesce
su zabiljeZzene mutacije L858R i delecija u egzonu 19, i to u dobi od 71 do 80
godina. Od ukupnog broja testiranih muskaraca, njih 22 (85%) bilo je u dobnim
skupinama od 61-70 godina te 71-80 godina. Kao i kod Zena, rezultati prikazuju
utjecaj starije zivotne dobi na veci rizik razvitka karcinoma pluéa

Kod vecine testiranih pacijenata (N=147, 58,6%) iz anamneze su prikupljeni podatci

0 navikama konzumiranja cigareta te je vidljivo da 46% ispitanika pripada kategoriji
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pusaca, dok 31% pripada kategoriji bivsih pusaca Sto ukazuje da je puSenje znacajan
faktor rizika za razvoj i obolijevanje od karcinoma pluca

Nedostatak podataka o pusackom statusu kod znacajnog broja pacijenata naglasava
potrebu za boljom dokumentacijom i pra¢enjem zivotnih navika koje mogu utjecati
na razvoj karcinoma pluca

Rezultati ove retrospektivne studije upucéuju na vaznost molekularnog testiranja
EGFR gena u pacijenata sa dijagnosticiranim karcinomom pluc¢a, kako bi §to prije

dobili ciljanu terapiju, te samim time poboljsali ishod lijecenja.
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8. SAZETAK

Ucdestalost i tip mutacije u EGFR genu u patohistoloskim i citolo§kim uzorcima

karcinoma pluéa

Cilj: Utvrditi tip i ucestalost pojedinih mutacija EGFR gena u slu¢ajevima karcinoma pluca u razdoblju
od O1. sije¢nja 2021. do O1. travnja 2023. godine u Klini¢koj bolnici Dubrava na Klini¢kom zavodu za

patologiju i citologiju.

Metode: Rezultati i podatci iz anamneze retrospektivno su prikupljeni iz laboratorijskog
informacijskog sustava Issa na Klinickom zavodu za patologiju i citologiju. Prikupljeni su podatci o
dobi, spolu te rezultatima testiranja na EGFR mutaciju. Sekvenciranje epidermalnog receptora faktora
rasta (EGFR) u Klini¢koj bolnici Dubrava izvodi se koristenjem Idylla™ EGFR mutacijskog testa na

Biocartis Idylla™ RT-PCR sustavu iz uzoraka parafinskih blokova ili citoloskih razmaza.

Rezultati: U promatranom razdoblju kod 251 pacijenta sa dijagnozom karcinoma plu¢a odredeno je
molekularno testiranje EGFR gena. Kod vecine ispitanika (83,3%) uputna dijagnoza bio je
adenokarcinom pluca. Testiranje je izvrSeno na 140 citoloskih (55,8%) te 111 patohistoloskih
uzoraka (44,2%). Mutacija je pronadena kod 57 (23%) uzoraka, i to ¢e$c¢e kod zena (52,6%) u odnosu
na muskarce (47,4%). Najéesce detektirane mutacije su tockasta mutacija L858R i delecija u egzonu
19. Kod testiranih Zena, najviSe je bilo slu¢ajeva adenokarcinoma plu¢a s mutacijama L858R i
delecijom u egzonu 19 u dobi od 61 do 70 godina. Kod testiranih muskaraca, takoder su najcesce
mutacije bile L858R i delecija u egzonu 19, i to u dobi od 71 do 80 godina. Za 58,6% testiranih
pacijenata prikupljeni su podatci o navikama konzumiranja cigareta te je vidljivo da ve¢ina pripada
kategorijama pusaca i bivsih puSaca (77%) S$to ukazuje na to da je puSenje znacajan faktor rizika

za razvoj i obolijevanje od karcinoma pluca.

Zakljuéci: Rezultati ove retrospektivne studije upuéuju na vaznost molekularnog testiranja EGFR
gena u pacijenata sa dijagnosticiranim karcinomom pluéa, kako bi $to prije dobili ciljanu terapiju,
te samim time poboljsali ishod lijecenja. Nedostatak podataka o puSackom statusu kod znacajnog
broja pacijenata naglasava potrebu za boljom dokumentacijom i pracenjem zivotnih navika koje

mogu utjecati na razvoj karcinoma pluca.

Kljuéne rijeci: NSCLC, karcinom plu¢a, EGFR, ciljana terapija
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9. ABSTRACT

Frequency and type of mutation in the EGFR gene in pathohistological and cytological samples

of lung carcinoma

Aim: To determine the type and frequency of individual EGFR gene mutations in cases of lung cancer
in the period from January 1, 2021 to April 1, 2023 at the Dubrava Clinical Hospital at the Clinical
Institute of Pathology and Cytology.

Methods: Results and data from the anamnesis were collected retrospectively from the laboratory
information system Issa at the Clinical Institute of Pathology and Cytology. Data on age, gender and
the results of EGFR mutation testing were collected. Epidermal growth factor receptor (EGFR)
sequencing at Dubrava Clinical Hospital is performed using the Idylla™ RT-PCR system from paraffin

blocks or cytological smears.

Results: In the observed period, 251 patients diagnosed with lung cancer underwent molecular testing
of the EGFR gene. In the majority of subjects (83,3%), the referring diagnosis was lung
adenocarcinoma. Testing was performed on 140 cytological (55,8%) and 111 pathohistological samples
(44,2%). Mutation was found in 57 (23%) samples, and this is more common in women (52,6%)
compared to men (47,4%). The most frequently detected mutations are point mutation L858R and
deletion in exon 19. In the tested women, there were more cases of lung adenocarcinoma with L858R
and deletion in exon 19 between the ages of 61 and 70. In the tested men, the most frequent mutations
were also L858R and deletion in exon 19, and this at the age of 71 to 80 years. Dana on cigarette
comsumption habits were collected for 58,6% of tested patients, and it is evident that the majority
belong to the categories of smokers and ex-smokers (77%), which indicates that smoking is a significant

risk factor for developing and contracting lung cancer.

Conclusions: The results of this retrospektive study point the importance of molecular testing of the
EGFR gene in patients diagnosed with lung cancer, in order to receive targeted therapy as soon as
possible, thereby improving of the outcome of treatment. The lack of data of the smoking status of a
significant number of patients higlights the need for better documantation and monitoring of lifestyle

habits that may affect the development of lung cancer.

Key words: NSCLC, lung carcinoma, EGFR, targeted therapy
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