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1. UVOD

1.1. KARCINOM PLUCA

1.1.1. ETIOLOGIJA I EPIDEMIOLOGIJA

Rak pluca je po pojavnosti i smrtnosti jedan od najce$¢ih malignih tumora u
ljudi s 1,2 milijuna novo oboljelih (na 1. mjestu u muskaraca i na 2. mjestu u Zena u
svijetu) i 1,1 milijuna umrlih godi§nje'. Najéeséi je uzrok smrti od karcinoma u
razvijenim zemljama. Prognoza mu je losa, manje od 15% pacijenata prezivi duze od
5 godina nakon postavljanja dijagnoze?. Brz porast incidencije po¢inje u dvadesetim
godinama dvadesetog stolje¢a Sto se objaSnjava stvarnim porastom oboljelih ali i
relativnim porastom zbog povecane osjetljivosti 1 specifi€nosti dijagnostickih
testova, pojacane zainteresiranosti za tu lokalizaciju karcinoma, starenju populacije i
nastankom registara. Prema najnovijim podacima u Hrvatskoj karcinom traheje,
bronha i plu¢a najces¢i je karcinom u muskaraca i ¢ini 21% svih karcinoma sa
stopom incidencije od 2336 na 100000 stanovnika u 2005. godini. U Zena je na
treCem mjestu 1 ¢ini 7% svih karcinoma sa stopom incidencije od 660 na 100000
stanovnika 2005. godine. Stopa mortaliteta od karcinoma pluc¢a u Hrvatskoj u 2005.
godini bila je 2086 za muskarce i 554 za Zene’. PuSenje se smatra najvaZnijim
uzroénikom karcinoma pluéa®. Oko 90% karcinoma pluéa u muskaraca i 78%
karcinoma pluéa u Zena moZe se povezati s dugogodisnjim pusenjem'. Prvi je put
karcinom pluéa povezan s puSenjem joS 1940. godine. Tek 1964. godine
epidemioloska studija je dokazala ovu povezanost’, §to su kasnije potvrdile i druge
epidemioloske studije®. Rizik od karcinoma plu¢a medu pusadima raste duljinom
pusenja 1 brojem dnevno popusenih cigareta. Vecina pusaca ne razvije karcinom
pluéa, dok 10-15% nepusaca oboli od tog karcinoma®, stoga se razmislja i o nekim

drugim ¢imbenicima kao Sto su izlozenost dimu cigarete, razli¢iti profesinonalni



karcinogeni, ve¢ postojeée nemaligne bolesti pluéa’. Razliite studije sugeriraju da i
virusi, kao §to su HPV (humani papiloma virus), EBV (Epstein-Barrov virus) i u
manjoj mjeri SV 40 (simian virus), mogu biti uklju€eni u nastanak karcinoma pluca.
Syrjanen 2002. godine objavljuje rad, objedinjujuci veci broj studija o prisutnosti
HPV-a u stanicama karcinoma plu¢a s velikom geografskom razli¢itoséu i
nesrazmjerom u rezultatima tvrdec¢i da se moguénost o latentnoj HPV infekciji, kao
udruzenom karcinogenu, ne moze iskljugiti’.

Najnovija studija koja objedinjuje rezultate incidencije HPV-a u stanicama
karcinoma pluca iz cijelog svijeta na 4508 slucajeva sugerira da bi HPV mogao biti

drugi vazan ¢imbenik u razvoju karcinoma pluéa nakon pusenja cigareta®.

1.1.2. HISTOLOSKA I KLINICKA PODJELA KARCINOMA PLUCA

1.1.2.1. HISTOLOSKA PODJELA KARCINOMA PLUCA

Karcinomi pluéa su heterogena skupina tumora epitelnog porijekla koji nastaju
iz epitelnih stanica bronha, bronhiola i alveola. Najces¢e koristene su histoloska i
klinicka podjela karcinoma pluca. HistoloSka podjela Svjetske zdravstvene
organizacije (eng. World Health Organisation, WHO) danas je Siroko prihvac¢ena u
svijetu’ i prema njezinom revidiranom obliku iz 2003. godine maligni tumori pluéa

epitelnog porijekla prikazani su u tablici 1.



Tablica 1. Histoloska podjela karcinoma plu¢a (WHO)

Histoloski tip karcinoma

Podtipovi karcinoma

Karcinom plocastih
stanica

papilarni

tip svijetlih stanica
tip malih stanica
bazaloidni tip

Karcinom malih stanica

kombinirani tip malih stanica

Karcinom zlijezdanih
stanica

Varijante:

acinarni tip

papilarni tip

bronhoalveolarni tip

nemucinozni tip

mucinozni tip

intermedijarni tip (mucinozni 1 nemucinozni)

solidni adenokarcinom sa mucinoznim
formacijama

adenokarcinom sa mijeSanim subtipovima

fetalni adenokarcinom

mucinozni adenokarcinom

mucinozni cistadenokarcinom
adenokarcinom tipa prstena pecatnjaka
adenokarcinom svijetlih stanica

Karcinom velikih stanica

neuroendokrini karcinom velikih stanica

kombinirani neuroendokrini karcinom velikih

stanica
bazaloidni karcinom
karcinom poput limfoepitelioma
karcinom svijetlih stanica
karcinom velikih stanica sa rabdoidnim
fenotipom

Zlijezdanoplogasti
karcinom
Karcinom sa pleomorfni karcinom
sarkomatoidnim, karcinom vretenastih stanica
pleomorfnim ili karcinom orijaskih stanica
sarkomskim elementima karcinosarkom
pluéni blastom
Karcinoid tumori tipicni
atipicni
Karcinom tipa zlijezda mukoepidermoidni
slinovnica adenoid cisti¢ni karcinom
drugi

Neklasificirani karcinomi




Najcesca Cetiri histoloska tipa karcinoma pluca, koji ¢ine 96% svih primarnih
neoplazmi pluéa, su karcinom zlijezdanih stanica, plocastih stanica, malih stanica i
velikih stanica. Ostalih 5% cine karcinoid, karcinom bronhalnih Zlijezda i ostali rjedi

tipovi karcinoma.

1.1.2.1.1. Karcinom zlijezdanih stanica ili adenokarcinom

Karcinom Zlijezdanih stanica je je najces¢i histoloski tip karcinoma pluca (35%
karcinoma plu¢a)'®, incidencija mu je u stalnom porastu, posebno u Zena, u
usporedbi s karcinomom plocastih stanica koji je prije bio najces¢i pluéni karcinom.
Cesée se, od drugih tipova karcinoma, razvija u nepusaca, posebno u Zena’. Najéesce
se prezentira kao periferni pluéni ¢vor promjera manjeg od 4 cm. Rijetko je smjeSten
centralno kao hilarna ili perihilarna masa, a zahvaca pleuru i torakalni zid u oko 15%
slu¢ajeva, §to je &edée nego u drugih histoloskih tipova karcinoma’. Raste brzo, rano
metastazira 1 kasno daje simptome pa ima loSu prognozu. Histoloski karcinom
zlijezdanih stanica formira zlijezde i1 proizvodi sluz. U ovu skupinu spada i
bronhoalveolarni karcinom kao poseban klinickopatoloski entitet koji nastaje iz
pneumocita tipa II i moze se manifestirati kao solitarni periferni ¢vor, multifokalna
bolest ili kao infiltrati koji imitiraju pneumoniju i brzo se Sire od jednog do drugog
reznja.

Citoloska dijagnoza bazira se na osnovi kombinacije morfologije stanica i
arhitekture stani¢nih nakupina. Citoplazma stanica adenokarcinoma je obi¢no obilna,
jezgre su ekscentricno polozene, okrugle ili ovalne sa mekanim konturama i
minimalnim nepravilnostima. Kromatin im je fino granuliran i jednoli¢no rasporeden

u dobro diferenciranim karcinomima’.

1.1.2.1.2. Karcinom plocastih stanica

Karcinom plocastih stanica ¢ini 30% svih karcinoma pluca i najvise je povezan

s pusenjem cigareta. Preko 90% ovog karcinoma razvije se u pusaca. Obi¢no nastaje



u proksimalnim diSnim putevima, te dovodi do bronhalne opstrukcije, opstruktivne
pneumonije ili hemoptize. Pokazuje dva osnovna tipa rasta: intraepitelni sa ili bez
subepitelne invazije ili endobronhalni polipoidni rast. Razvija se kroz nekoliko
stadija od hiperplazije bazalnih stanica, ploCaste metaplazije, atipicne plocaste
metaplazije, karcinoma in situ, do invazivnog karcinoma. Dobro diferencirani
karcinom plocastih stanica sadrzi keratin, a stanice su rasporedene u skupine s
prisutnim medustani¢nim mosti¢ima.

Citoloski izgled stanica ovisi o stupnju diferenciranosti tumora 1 vrsti uzorka. U
slabije diferenciranim karcinomima obic¢no su prisutne pojedinacne izolirane stanice,
moguce bizarnog izgleda, nepravilne hiperkromatske jezgre, sa jednim ili vise
nukleola i obilnom citoplazmom te nekrozom i stani¢nim detritusom u pozadini.
Dobro diferencirani karcinomi prezentiraju se keratiniziranim stanicama tamne
piknoti¢ne jezgre u eksfolijativnim uzorcima, dok se u brisevima bronha ¢etkicom

manifestiraju kohezivnim nakupinama dubljih slojeva stanica’.

1.1.2.1.3. Karcinom malih stanica

Karcinom malih stanica je karcinom neuroendokrinog prorijekla, nastao iz
Kulchitskyevskih stanica. Nade se u oko 25% svih karcinoma pluca, a oboljeli su
ve¢inom pusaci. Uglavnom je smjeSten centralno, sa Sirenjem u okolno tkivo,
perihilarno te infiltracijom submukoze bronha i1 okolnog tkiva dovodi do
ekstramuralne kompresije bronha s posljedi¢nom atelektazom. Cesto ga prati
opsezna limfadenopatija 1 velika sklonost ranom metastaziranju te razvijanje
paraneoplasti¢nog sindroma. Klini¢ki simptomi ¢esto su odraz diseminacije bolesti.
Stanice ovog karcinoma su vrlo fragilne, te se u aspiratima bronha i brisu bronha
etkicom &esto vide kao lose ofuvani ostaci kromatina jezgre. Cine kohezivne
nakupine s fenomenom utiskivanja jezgara. Svaka stanica pokazuje visok omjer
jezgre i citoplazme, te fino granuliran i jednoli¢no rasporeden kromatin bez vidljivih

nukleola’.



1.1.2.1.4. Karcinom velikih stanica

Karcinom veliki stanica je cetvrti po ucestalosti (10% svih karcinoma pluca), a
oboljeli su vec¢inom pusaci. Obicno raste kao veliki periferni nekroti¢ni tumor.
Sastoji se od velikih stanica istaknutih nukleola, bez proizvodnje sluzi ili
medustani¢nih mosti¢a. Mnogi tumori, koji bi nekada bili dijagnosticirani kao
karcinomi velikih stanica, danas su prepoznati kao slabo diferencirani karcinomi
zlijezdanih  stanica ili  karcinomi  plocastih  stanica nakon primjene
imunohistokemijskih  bojanja, elektronskog mikroskopa 1 monoklonalnih
protutijela’’. Ustanovljena je varijanta karcinoma velikih stanica s karakteristikama
neuroendokrinih tumora, a povezana je s losom prognozom. Cini 3% svih karcinoma

pluca.

1.1.2.2. KLINICKA PODJELA KARCINOMA PLUCA

Osim histoloske podjele karcinoma pluca u svakodnevnom klinickom radu vise
se koristi klinicka podjela karcinoma plu¢a. U odredivanju i planiranju lijecenja, a
zbog klini¢ko-bioloskih karakteristika, karcinom plocastih stanica, karcinom
zlijezdanih stanica i karcinom velikih stanica razmatraju se kao jedna skupina
tumora — skupina ne-malih stanica (engl. non-small cell lung carcinoma, NSCLC)'*
'8 Karcinom malih stanica plu¢a (engl. small cell lung carcinoma, SCLC) je, §to se
tice brzine umnozavanja 1 metastaziranja, bioloSki agresivniji 1 bolje reagira na
kemoterapiju u usporedbi s karcinomima ne-malih stanica, pa se smatra drugom
skupinom raka plu¢a. U vrijeme otkrivanja taj karcinom je ve¢inom veé razvio
diseminirane metastaze i lije¢i se kemoterapijom i zraGenjem'’. Bolesnici s
karcinomom ne-malih stanica lijece se kirurSki ukoliko je bolest u ranijim stadijima

2021 . .
“*. Osim karcinoma

ili kemoterapijom i zra¢enjem u uznapredovalim stadijima
malih i1 ne-malih stanica u klinickoj podjeli karcinoma pluca, tre¢u skupinu ¢ine
ostali karcinomi u koju spadaju karcinoid, adenoid-cisti¢ni karcinom i

mukoepidermoidni karcinom.



1.1.3. TNM KLASIFIKACIJA

U opisu anatomske proSirenosti bolesti kod karcinoma plu¢a koristi se TNM
klasifikacija i svrstavanje u stadije®’. Cjeloviti naziv TNM sustava je Medunarodni
sustav za odredivanje proSirenosti raka plu¢a (engl. The International Staging
System for Lung Cancer, ISSLC) Sadasnje 7. izdanje TNM Kklasifikacije potice iz
2009. godine. i prema novodoneSenim kriterijima moze se koristiti ne samo za
karcinome ne-malih stanica pluéa ve¢ i za karcinome malih stanica pluca i
bronhopulmonarne karcinoid tumore®. Podijeljena je u 4 stadija bolesti s dodatnom
podjelom stadija I-IIl u A 1 B subtipove S$to je prikazano u tablici 5. Ti stadiji imaju

vazne terapeutske i prognosticke implikacije.

Tablica 2. TUMOR (T)

T — tumor

Tumor <2cm Tla
Tumor >2cm 1<3cm T1b
Tumor >3cm 1 <5cm T2a
Tumor >5c¢m i <7cm T2b
Tumor >7cm T3
Dodatni ¢vorovi u istom reznju T3
Dodatni ¢vorovi u drugom ipsilateralnom reznju T4
Maligni perikadijalni izljev Mla
Zahvacenost pleure Mla




Tablica 3. ZAHVACENOST REGIONALNIH LIMFNIH CVOROVA (N)

No — limfni ¢vorovi nisu zahvaéeni

N1 — zahvaceni ipsilateralni bronhopulmonarni limfni ¢vorovi ili hilarni ¢vorovi

N2 — zahvaceni ipsilateralni medijastinalni ili subkarinarni limfni ¢vorovi

N3 — zahvaceni medijastinalni, hilarni, bilo koji supraklavikularni ¢vorovi

Tablica 4. METASTAZE (M)

Nedokazane metastaze MO
Maligni perikardijalni izljev Mla
Zahvacenost pleure (maligni pleuralni izljev ili pleuralni ¢orovi) Mla
Odvojeni ¢vorovi u kontralateralnom plucu (iste histologije) Mla
Udaljene metastaze MI1b
Tablica 5. T/M grupiranje stadija
/M NO | N1 N2 N3
Tl (<2cm) Tla IA | TA A | IIIB
T1 (>2cm 1<3cm) T1b IA | TA A | IIIB
T2 (>3cmi<5cm) T2a IB | TA A | IIIB
T2 (>5cmi<7cm) T2b IHA | IIB A | IIIB
T2 (>7cm) B | IITA | IIA | IIIB
T3 (direktna invazija) T3 IIB| IITA I A Il B
T4 (Evorovi istog reznja) IIB| IITA IIMA | IIB
T4 (proSirenost u istom reznju) T4 m | IrA B 1B
M1 (ipsilateralni ¢vorovi) I | IrA 1B Il B
T4 (pleuralni izljev) Mla v | 1v v v
M1 (kontralateralni ¢vorovi) v | Iv v v
M1 (udaljene metastaze) Mlb v | IV v v




1.1.4. PATOGENEZA KARCINOMA PLUCA

Razumijevanje karcinogeneze karcinoma plu¢a i razvoj novih tehnologija u
otkrivanju biomarkera tog karcinoma ostvarilo je znaCajan napredak. Posebno
unazad nekoliko godina brojna istrazivanja se bave ranim otkrivanjem i prognozom
bolesti. Molekularne promjene koje stoje u pozadini preneoplazija i invazivnih
karcinoma usmyjerile su istrazivanja na biomarkere za ranu detekciju karcinoma i
moguénost personalizacije tretmana bolesnika koji bi se osnivao na profilu
biomarkera. Promjene u ekspresiji gena i kromosomskoj strukturi pokazane u takvim
preneoplasticnim lezijama i njihova ucestalost i broj rastu s atipijom stanica. Neke
od promjena nadenih u preneoplazijama ukljuCuju hiperproliferaciju i gubitak
kontrole stani¢nog ciklusa, promjene u p53 genu, promjene ras gena i gena u regiji
3pl14.2, promjene u metilaciji promotora ovih gena, pojacani vaskularni rast, te
promjene u medustaniénoj tvari ***.

Preneoplasticne lezije karcinoma plocCastih stanica poznate su godinama,
reverzibilne su, preinvazivne i1 mogu se vidjeti u pozadini invazivnih karcinoma
plocastih stanica velikih disnih puteva. Morfologija je zlatni standard u ocjeni
premalignih promjena na stanicama plocastog epitela pri ¢emu ne postoje dodatne
dijagnosticke procedure koje bi mogle pomo¢i u dijagnozi istih. Histoloski kriteriji
koji se koriste u dijagnozi premalignih promjena su debljina epitela, veli¢ina
stanica, sazrijevanje stanica i njihova orjentacija te karakteristike jezgre. Osnovni
kriterij je saCuvana bazalna membrana, koja je obicno razliite debljine.

Preneoplasticne promjene karcinoma plocastih stanica ukljucuje slijedece
morfoloske promjene: hiperplaziju vrcastih stanica, hiperplaziju bazalnih stanica,
nezrelu plocastu metaplaziju, plocastu metaplaziju, blagu, srednju i izraZzenu
displaziju plocastih stanica, karcinom in situ. Dosadasnja istraZivanja pokazala su da
oko 25% displasti¢nih promjena progredira u invazivni karcinom u periodu od 36
mjesect, a visSe od 50% pacijanata s karcinomom in situ razvije invazivni karcinom u
30 mjeseci ***’. U toku proteklih 10-ak godina pokusano je morfoloske premaligne

lezije karcinoma plocastih stanica okarakterizirati na molekularnom nivou. Najranije



promjene, koje su primjecene, su gubitak heterozigotnosti na nekoliko mjesta u 3p
kromosomu, nakon &ega slijedi gubitak heterozigotnosti na kromosomu 9p212¢%,
Promjene na kromosomima 8p21-23, 13q14 1 17p13 ubrajaju se u kasne promjene.
Nekoliko studija navodi ekspresiju p5S3 proteina u preinvazivnim bronhalnim
lezijama, ali ne i u normalnim stanicama bronhalne sluznice®’. Tako prisustvo
ekspresije ukazuje na promjenu gena, vaZnije je ustanoviti mutaciju gena’'">
Promjena gena p53 i gubitak heterozigotnosti moguée je vidjeti i u histoloski
normalnim stanicama bronhalne sluznice puSaca i ne mora znaciti povecani rizik od
nastanka invazivnog karcinoma, ve¢ prije pokazuje genetska oStecenja izazvana
puSenjem. Sli¢na iskustva vezana su i za metilaciju pl6(INK4A)/ARF lokusa gena
na kromosomu 9p21. Primjec¢ena je veca ucestalost metilacije pl6(INK4A) u toku
progresije od hiperplazije bazalnih stanica (7%), ploCaste metaplazije (24%) do

karcinoma in situ i invazivnog karcinoma (50-75%)***

. Vazno je re¢i da se
promjena metilacije moZze vidjeti i u dugogodiSnjih pusaca bez karcinoma.

Atipi¢na adenomatoidna hiperplazija (AAH) prethodi razvoju adenokarcinoma.
Definirana je kao lokalizirana proliferacija stanica, s blagom do srednjom atipijom,
koje oblazu alveole, ponekad i respiratorne bronhiole, tvore¢i fokalne lezije na
periferiji plu¢a, obi¢no promjera manjeg od 5 mm. Incidencija AAH-¢e je izmedu 9 i
21% u pacijenata s primarnim plué¢nim karcinomom i izmedu 4 i 10% u pacijenata
bez karcinoma®. Na mikrodiseciranim patohistoloskim uzorcima AAH-e, metodom
lan¢ane reakcije polimeraze, radene su studije na molekularnom nivou. K-ras
mutacije ustanovljene su u 24-50% pluénih adenokarcinoma. Mutacije na kodonu 12
gena K-ras nadene su u 24-50% pluénih adenokarcinoma i u 15-39% AAH-a i
smatra se da predstavljaju rani dogadaj koji prethodi malignom rastu®®. Nedavne
studije sugeriraju da se AAH mozZe razviti putem mutacije K-ras gena ili gena za
receptor epidermalnog faktora rasta, ali da AAH s mutacijom K-ras gena mozda ne
progredira dalje u invazivni karcinom®’. U AAH-i ustanovljena je klju¢na geneticka
promjena, Cesto prisutna u pluénom adenokarcinomu, koja ukljucuje gubitak
heterozigotnosti na kromosomu 3p (FHIT gen) i kromosomu 9p (pl6 gen)®.

Gubitak heterozigotnosti na tim kromosomima identificiran je u 18% (za FHIT gen)
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1 13% (za pl6 gen) AAH-a. U AAH-i gubitak heterozigotnosti i mutacija gena p53
je rijetka, u usporedbi s adenokarcinomom, dok je ekspresija p53 proteina Cesta.
Ipak tokom progresije, od AAH-e do invazivnog adenokarcinoma, primjecena je
esta mutacija gena p53°**.

Za karcinome malih stanica preneoplastiCna lezija nije poznata. Difuzna
idiopatska pluéna neuroendokrina hiperplazija prethodi karcinoidu. Ukoliko se ta
hiperplazija nalazi dalje od bazalne membrane i mjeri manje od 5 mm, naziva se
karcinoid tumorlet i smatra se reaktivnom promjenom. Trenutacno ne postoje
genetski markeri koji bi mogli razlikovati neoplasticne od neneoplasti¢nih
proliferacija. Genetsko i histogenetsko znanje o tim je lezijama minimalno®'.

Postoje neka saznanja o razlici u karcinogenom efektu pusenja cigareta izmedu
muskaraca i zena. Podaci pokazuju da Zene razviju ceS¢e karcinom Zzlijezdanih
stanica, ali Zive duze. Razlog moze biti u mehanizmu popravka DNA. Razlike
izmedu spolova manifestiraju se i u odgovoru na bioloske lijekove (kao Sto su
inhibitori tirozin kinaze epidermalnog faktora rasta) i antiangiogenske lijekove.
Karcinomi u nepusaca genetski se razlikuju od karcinoma ne-malih stanica
povezanih s pusenjem, Sto takoder moze imati utjecaj na izbor tretmana bolesti.
Genetske razlike, kao §to je rjeda pojava mutacija K-ras gena i ¢es¢a pojava mutacija
gena za receptore epidermalnog faktora rasta, vjerojatno su uzrokom bolje

efikasnosti lijekova inhibitora receptora epidermalnog faktora rasta u te populacije

. 42
pacijenata .

1.1.5. KLINICKE MANIFESTACIJE KARCINOMA PLUCA

Karcinom plu¢a manifestira se simptomima uzrokovanim primarnim tumorom,
njegovim lokalnim S$irenjem, metastatskom bolesti ili ektopickim stvaranjem
hormona. 7-10% pacijenata s karcinomom pluc¢a su bez simptoma i njihova bolest se
otkriva slu¢ajno, nakon nalaza rendgena pluc¢a ucinjenog iz drugog razloga. Mogu se
javiti nespecifi¢ni simptomi kao §to su umor, anoreksija, gubitak na tezini, slabost i

poviSena temperatura. Obi¢no su prisutni kod ve¢ uznapredovale bolesti i nisu
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specificni za karcinom pluca. Simptomi primarnog tumora ovise o njegovoj lokaciji
u plu¢ima (centralni ili periferni). Centralno smjesteni tumori daju simptome kao $to
su kaSalj, dispneja, atelektaze, postopstrukcijske pneumonije, hemoptize i sl. Vecina
perifernih tumora su karcinomi zlijezdanih stanica ili karcinomi velikih stanica i uz
kasalj i dispneju mogu uzrokovati simptome vezane za pleuralni izljev i jae bolove
kao rezultat infiltracije parijetalne pleure i1 torakalnog zida. Zbog periferne
smjeStenosti, karcinomi Zlijezdanih stanica mogu biti bez simptoma dok ne uzrokuju
ekstratorakalne metastaze, npr. klinicke simptome Sirenja u kosti ili intrakranijalu
metastatsku bolest. Simptomi vezani za lokalno Sirenje tumora ukljucuju simptome
vezane uz opstrukciju gornje Suplje vene, paralizu nervusa rekurensa i frenikusa
pracenu paralizom dijafragme, pritisak na pleksus simpatikus i disfagiju kao rezultat
pritiska na jednjak, te pleuralni i perikardijalni izljev. Karcinomi metastaziraju
hematogeno i1 limfogeno i mogu zahvatiti bilo koji organ ili organski sustav.
Najcesce su to jetra, nadbubrezne Zlijezde, kosti, mozak, udaljeni limfni ¢vorovi i
kostana srz. Paraneoplasticni sindromi vec¢inom su prisutni kod karcinoma malih
stanica, iako mogu biti prisutni i kod karcinoma ne-malih stanica. Karcinom
plocastih stanica Cesto je pracen hiperkalcemijom vezanom za proizvodnju hormona
nalik paratiroidnom hormonu. Karcinom Zlijezdanih stanica cCesto uzrokuje
hipertroficnu pluénu osteoartropatiju i Trousseaouv sindrom kao posljedicu
hiperkoagulabilnosti. Sindrom neprimjerene proizvodnje antidiuretskog hormona je
¢eSc¢e prisutan u pacijenata s karcinomom malih stanica, ali moze biti prisutan i u
pacijenata s karcinomom ne-malih stanica. Cushingov sindrom moze biti jedan od
simptoma karcinoma pluéa zbog ektopi¢ne proizvodnje adrenokortikotropnog

hormona''.

1.1.6. DIJAGNOSTIKA KARCINOMA PLUCA

Dijagnostika karcinoma pluc¢a koristi brojne neinvazivne i invazivne metode u

cilju postavljanja dijagnoze i procjene prosirenosti bolesti. Dijagnosti¢ki postupci

podrazumijevaju uzimanje anamneze, fizikalni pregled, laboratorijsku obradu,
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odredivanje tumorskih markera, citolosku analizu iskasljaja, bronhoskopiju, analizu
citopatoloskih uzoraka uzetih citoloSkom punkcijom, zatvorenom ili otvorenom
biopsijom. Dijagnostic¢ki postupci za procjenu proSirenosti bolesti su rendgen srca i
pluca, CT toraksa i abdomena, te mozga (u pacijenata s karcinomom zlijezdanih
stanica i karcinomom malih stanica, te onih s prisutnim neuroloskim simptomima),
UZV abdomena, scintigrafija kosti, rendgenske snimke skeleta kod prisutnih
simptoma ili patoloSkog scintigrafskog nalaza, citoloska punkcija pleuralnih izljeva,
punkcije ili biopsije uvecanih limfnih ¢vorova, MRI, PET, medijastinoskopija,

punkcija ili biopsija koStane srzi.

1.1.6.1. RADIOLOSKE METODE U DIJAGNOSTICI I PROGNOZI
PROSIRENOSTI KARCINOMA PLUCA

1.1.6.1.1. Rendgenska snimka srca i plu¢a

Rendgenska snimka srca i plu¢a predstavlja pocetak dijagnosticke obrade
bolesti plu¢a. Nakon §to se otkrije nodus na rendgenskoj snimci, potrebno je
usporediti taj nalaz s ranijim rendgenskim snimkama radi procjene dinamike tvorbe.
Ukoliko je nodus stacioniran unatrag dvije godine i viSe, smatra se da je
najvjerojatnije rije¢ o nemalignoj leziji. Ako je nodus nastao unatrag dva mjeseca

velika je vjerojatnost da se radi o malignom nodusu.

1.1.6.1.2. Kompjuterizirana tomografija (CT)

Kompjuterizirana tomografija (CT) je ,,zlatni standard* u radioloskoj procjeni
prosirenosti karcinoma pluéa zbog mogucnosti prikaza morfoloSkih karakteristika
tumora i procjene njegovog stadija®’. Ona je metoda izbora i u rutinskom praé¢enju
bolesnika u postoperativnom razdoblju za procjenu uspjeha terapije ili detekcije
recidiva tumora’'. U usporedbi s rendgenskom snimkom srca i plu¢a, CT pruZa vise

informacija o lokalizaciji tumora, njegovoj veli¢ini i izgledu, lokalnoj i udaljenoj
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prosirenosti’>. Spiralni CT omogucuje skeniranje cijele regije u jednom zadrzanom
dahu uz manju dozu zrafenja. Multidektorski CT (MDCT) omogucuje jo§ brze

skeniranje uz manju dozu zracenja.

1.1.6.1.3. Transkutani ultrazvuk (TUS)

Ultrazvukom je moguce detektirati udaljene metastaze organa abdomena i
periferne tumora uz torakalnu stijenku te procijeniti infiltraciju torakalne stijenke ili
pleure tumorom. Pod kontrolom UZV-a obavlja se perkutana transtorakalna punkcija

za citolosku analizu, te dijagnosti¢ka i terapijska punkcija pleuralnog izljeva™>*,

1.1.6.1.4. Endoskopski ultrazvuk (EUS)

Endoskopski ultrazvuk (¢ija se sonda uvodi u jednjak) omogucuje prikaz
limfnih ¢vorova medijastinuma 1 citoloSku punkciju istih, jer ovom metodom nije

moguce razlikovati benigne od malignih limfnih ¢vorova.

1.1.6.1.5. Magnetska rezonancija (MR)

Magnetska rezonanca smatra se komplementarnom metodom CT-u. Njegova je
prednost moguénost multiplanarnog prikaza i velike razlucivosti u intenzitetu tkiva
tumora od okolnih mekotkivnih struktura. Prednost je i u odsutnosti ionizirajuc¢eg
zraéenja™. MR je superiorniji od CT-a u prikazu medijastinalne masti i procjeni
tumorske infiltracije medijastinuma. Ovom metodom kao i CT-om nemoguce je

diferencirati benigne od malignih limfnih ¢vorova.
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1.1.6.1.6. Pozitronska emisijska tomografija sa 18-fluor deoksiglukozom

(FDG-PET)

Ova dijagnosticka pretraga bazira se na pojavi da tumorske stanice pokazuju
vecu metabolicku aktivnost. Tako stanice karcinoma pluca pojacano nakupljaju
radioaktivno ozra¢enu glukozu u odnosu na zdravo tkivo. Ta se akumulacija
radioaktivnog izotopa snima gama kamerom, a intenzitet nakupljanja korelira s
agresivnoS¢u tumora. Nedostatak metode su lazno pozitivni rezultati kod upalnih 1
granulomskih procesa, a lazno negativni kod hiperglikemije 1 bioloski slabo aktivnih
tumora (npr. bronhoalveolarnog karcinoma 1 karcinoida) te kod lezija manjh od 1
cm. Prednost pred CT-om i MR-om je mogucnost detektiranja metastatski
promijenjenih limfnih ¢vorova pa se zato preporucuje kao rutinska pretraga u

odredivanju progirenosti karcinoma unutar medijastinuma®®’,

1.1.6.1.7. Integrirani PET-CT

U ovoj dijagnostickoj metodi pozitronska emisijska tomografija (FDG-PET) i
kompjuterizirana tomografija (CT) su integrirani, $§to omogucuje superponiranje
podrucja povecane metabolicke aktivnosti direktno na pripadaju¢e anatomske
strukture detaljno prikazane CT-om. Ova metoda ima vecu senzitivnost 1

specifi¢nost od FDG-PET-a®.

1.1.62. MORFOLOSKE METODE U DIJAGNOSTICI 1 PROCIJENI
PROSIRENOSTI KARCINOMA PLUCA

Svakodnevno laboratorijska dijagnostika karcinoma postaje sve sloZenija,
tehnicki zahtjevnija 1 specijaliziranija. Uz sve modernije i moc¢nije slikovne
(radioloSke) metode 1 sve bolje bronhoskopske tehnike, osnovna dijagnoza

karcinoma i dalje mora biti morfoloska, citoloska ili patohistoloska. Za optimalnu
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citoloSku/patohistolosku dijagnozu potrebni su klini¢ki podaci o pacijentu i

adekvatni, reprezentativni i tehnicki dobro procesuirani uzorci.

1.1.6.2.1. Patohistoloski uzorci u dijagnosticiranju karcinoma pluca

Najces¢i patohistoloski uzorci u dijagnostici karcinoma pluéa su biopticki
uzorci koji mogu biti uzeti prilikom bronhoskopije (ekscizija komadi¢a sluznice
bronha ili transbronhalna biopsija pluca), biopsija pleure, otvorena biopsija
(prilikom manjeg kirurS§kog zahvata kao §to su video medijastinoskopija, VMS ili
video asistirana torakoskopija, VTS) ili perkutane transtorakalne biopsije. U slucaju
kada nije moguce odstraniti malu leziju, tada je vazno znati odabrati adekvatno
mjesto za biopsiju velike tumorske mase jer njeni rubni dijelovi mogu biti
nereprezentativni, a sredi§nji dio moZe biti nekrotican”. Otvorene biopsije
zahtjevaju tzv. brzu dijagnostiku na smrznutim rezovima koja omogucuje
patohistoloSku dijagnozu unutar nekoliko minuta. U ve¢ini slu€ajeva takva dijagnoza
je sigurna i pouzdana ali postoje situacije kada je bolje pricekati na patohistolosku
dijagnozu na trajnim, rutinskim patohistoloskim uzorcima koje pruzaju vise

morfologkih informacija’®.

1.1.6.2.2. Citoloski uzorci u dijagnosticiranju karcinoma pluca

Za razliku od patohistoloske analize uzorka tkiva, citoloska dijagnostika na
citoloskim uzorcima zasniva se na detaljima individualne stanice, na skromnijem
uvidu u njihovu arhitekturu i medusobnu orijentaciju, te bez uvida o njihovoj
invaziji. Razlikujemo eksfolijativne 1 aspiracione citoloske uzorke. U pulmoloskoj
citodijagnostici koriste se eksfolijativni uzorci kao Sto su: sputum (iskasljaj), uzorci
uzeti prilikom bronhoskopije (aspirati bronha, bris bronha cetkicom, otisci
ekscidirane sluznice, bronhoalveolarna lavaza, otisci tranbronhalne biopsije pluca),

otisci biopsije pleure. U uzorke aspiracione citodijagnostike ubrajamo citoloske
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uzorke dobivene aspiracionom punkcijom kao Sto su punktati pleuralnih izljeva,
perkutani transtorakalni punktati, punktati uveéanih limfnih ¢vorova, punktati
subkutanih metastatskih promjena te punktati uzeti prilikom bronhoskopske pretrage
kao Sto su transbronhalni i transtrahealni punktati. Prilikom izvodenja kirurskih
zahvata na pulmoloskim pacijentima intraoperativna citodijagnostika ima vaznu
ulogu u brzoj i pouzdanoj dijagnostici tumora pluca, odredivanju proSirenosti
tumorskog procesa (otkrivanje metastaza u limfnim ¢vorovima), otkrivanju recidiva
bolesti, razlikovanju primarnih od metastatskih procesa i sl. Treba re¢i da se veéina
dijanostike karcinoma pluc¢a zasniva na bronhoskopski uzetim uzorcima. Kada tumor
bronhoskopski nije vidljiv potrebno je uciniti transbronhalnu ili transtrahealnu
punkciju/biopsiju paratrahealno, traheobronhalno, hilarno, bronhialno ili periferno.
Kada je tumor smjesten u rubnim dijelovima pluca i bronhoskopski nedohvatljiv, te
u situacijama kada je prakticki nemoguce provesti bronhoskopski pregled (pa je
nemoguce do¢i do patohistoloSskog uzorka ili je on nereprezentativan ili lazno
negativan), citodijagnostika putem perkutane transtorakalne punkcije/biopsije pod
kontrolom UZV-a ili CT-a. postaje jedina moguc¢a metoda uzimanja morfoloSkog
uzorka za dijagnozu (osim agresivnije otvorene biopsije), te je od velike
dijagnosticke vaznosti. Brojne studije pokazale su vrlo dobru korelaciju citoloske i

patohistoloske dijagnoze karcinoma pluéa’".

1.1.6.2.2.1. Sputum

Sputum je najlakSe dobavljiv citoloski uzorak u pulmoloskoj citologiji, a
citoloska analiza sputuma je jednostavna, jeftina i najstarija metoda otkrivanja
bolesti respiratornog trakta. Sputum predstavlja produkt respiratornog trakta, nastao
interakcijom izmedu epitelnih cilijarnih stanica sluznice i imunoloSkog sistema
domacina.. Sastoji se pretezno od sluzi, razli¢itih stanica, a mogu se naci 1 udahnuti
nestani¢ni dijelovi, pa Cak i1 ostaci hrane. Adekvatan sputum sadrzi alveolarne
makrofage uz stanice plocastog i bronhalnog epitela. Analizira se citoloski radi

otkrivanja karcinoma bronha, ali moze dati kliniaru brojne vrijedne patoloske
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podatke o diSnom sustavu i drugim patoloSkim stanjima u organizmu bolesnika.
Prema bolesti plu¢a ili cijelog organizma, u sputumu moZemo naéi, osim vec
navedenih alveolarnih makrofaga i plocastih i bronhalnih epitelnih stanica, i
neutrofilne 1 eozinofilne granulocite, histiomonocite, limfocite, Charcot-Leydenove
kristale, eritrocite, epiteloidne stanice, divovske stanice tipa Langhans, elasti¢na
vlakna, mikrolite, kukice ehinokoka, dijelove glatke muskulature, Curshmannove
spirale, maligne stanice pluénih, medijastinalnih 1 metastatskih izvanplu¢nih
malignih procesa kao Sto su stanice malignog melanoma, Reed-Sternbergove

. . . . L. . )
stanice, stanice koriokarcinoma i leiomiosarkoma’”.

1.1.6.2.2.2. Aspirat bronha

U toku bronhoskopskog pregleda fleksibilnim fiberooptickim bronhoskopom,
sukcijom sekreta traheje 1 bronha moze se dobiti aspirat koji se onda analizira
citoloski 1 bakterioloski. U toku pregleda u bronhe se usStrca odredena koli¢ina
fizioloske otopine koja se ponovo isiSe, a dobiveni sadrzaj koristi u citologiji 1
bakteriologiji. Metoda je vrlo korisna jer omogucuje dobivanje uzorka i iz periferije

112
pluéa’.

1.1.6.2.2.3. Uzorak brisa bronha ¢etkicom

Ova vrsta materijala dobiva se u tijekom bronhoskopskog pregleda tako da se
kroz endoskop provede instrument s ¢etkicom na vrhu kojom je moguce pod
kontrolom oka na periferiji segmentalnih bronha uzeti uzorak za citolosku analizu,
nakon Cega se materijal sa Cetkice razmaZe na predmetno stakalce i dalje citoloski
obradi. Metoda je pouzdana, bezopasna, jednostavna, a naroc¢ito onda kada se zbog
opasnosti od krvarenja zeli izbje¢i standardna biopsija tumora ili pluca, te se ona sve
viSe primjenjuje umjesto biopsije. Uzorak brisa bronha cetkicom smatra se
zadovoljavaju¢im kada sadrzi stanice ili agense od dijagnosticke vaznosti za

patoloski proces. U odsustvu takvih stanica adekvatnost uzorka postaje stvar osobne
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procjene. Dobar uzorak trebao bi sadrzavati dovoljan broj oCuvanih cilindri¢nih
epitelnih stanica, a prisustvo manjeg broja loSe oCuvanih epitelnih stanica uz mnogo
krvi, upalnih stanica, artefakata nastalih prilikom suSenja i uz kontaminaciju veceg
broja oralnih stanica plocastog epitela, ¢ini uzorak nezadovoljavajué¢im.

Uzorci aspirata bronha i brisa bronha ¢etkicom mogu dose¢i visoki stupanj
osjetljivosti (veéi od 90%) i specifi¢nosti. Ti rezultati u mnogoemu ovise o

smjestaju i veliGini tumora, njegovom histologkom tipu i vjestini bronhoskopigara’.

1.1.6.2.2.4. Otisak biopsije sluznice bronha ili tumora (Otisak ekscidirane sluznice)

Tijekom bronhoskopskog pregleda uz uzimanje uzorka aspirata bronha i brisa
bronha cetkicom moguée je uzeti i biopticki uzorak jer je iskustvo pokazalo da
istodobno uzimanje vise razli¢itih uzoraka povecava postotak pozitivnosti citoloske
pretrage. Radovi mnogih autora, na velikom broju karcinoma, dokazuju da je bolje
kombinirati analizu razli¢itih brohoskopskih uzoraka te se na taj nain postotak
dokazanih karcinoma moZe popeti na viSe od 90%, dok pozitivhost samo u
biopti¢kom uzorku rijetko prelazi 70%'%. Pongrac i sur.”” navode da su se njihovi
citoloski i patohistoloski nalazi istog bioptickog uzorka podudarali u 70% u
dijagnozi karcinoma, a u 20% slucajeva citoloska analiza dala je pozitivan nalaz

karcinoma dok je patohistoloski nalaz bio negativan.

1.1.6.2.2.5. Transbronhalna (TBP) i transtrahealna (TTP) aspiracijska punkcija

karine traheje

Ovom metodom mogucée je odrediti tumorsku invaziju u peribronhalne ili
medijastinalne limfne ¢vorove, $to odlucuje o operabilnosti tumora. Prednost metode
je Sto se uzorci za citolosku analizu dobivaju jednostavno, lako i za bolesnika
poStedno jer tada nije potrebno uciniti medijastinoskopiju ili eksplorativnu

torakotomiju. Takoder je na taj nacin moguée dokazati i druge patoloske procese
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medijastinuma kao §to su maligni limfomi, sarkoidoza, tuberkuloza, ciste, timom,

metastatske karcinome drugih izvanpluénih lokalizacija i sI™*.

1.1.6.2.2.6. Bronhoalveolarna lavaza (BAL)

Bronhoalveolarna lavaza je postupak ispiranja pluénog parenhima i distalnih
bronha izotoni¢nom otopinom NaCl. BAL je uglavnom dijagnosti¢ki postupak ali
moze biti 1 terapijski (u bolesnika s alveolarnom proteinozom). Relativno je sigurna
metoda s malim brojem komplikacija. Vrsi se fleksibilnim bronhoskopom tako da se
vrh bronhoskopa zaglavi u segmentalni ili subsegmentalni bronh podruc¢ja koje
zelimo isprati, a potom se odredena koli¢ina tekucine u 4-5 frakcija instilira kroz
radni kanal i aspirira u odgovarajuéu silikoniziranu posudu. Cesto se izvodi u istom
aktu s transbronhalnom biopsijom plu¢a kao komplementarna metoda’*. Udio
alveolarne i1 bronhalne komponente u lavatu procjenjuje se citoloski. Adekvatan
lavat sadrzi manje od 5% stanica bronhalnog epitela na 200 stanica u vidnom polju 1
prikladan je za mikrobiolosku, citoloSku, imunocitokemijsku i biokemijsku analizu.
Citoloskom analizom moze se postaviti dijagnoza malignih bolesti pluénog
parenhima, alveolarne proteinoze, histiocitoze Langerhansovih stanica, a moze
pomodi i u postavljanju dijagnoze limfocitnog alveolitisa (u tuberkulozi, sarkoidozi
uz poviSeni omjer CD4/CD8), hipersenzitivnom pneumonitisu, (sniZen omjer
CD4/CD8), limfocitnoj intersticijskoj pneumoniji i limfoproliferativnim bolestima.
Neutrofilni alveolitis nalazimo u idiopatskoj plu¢noj fibrozi i fibroziraju¢em obliku
nespecifiéne intersticijske pneumonije. Veéi udio eozinofila nalazimo u
Loeflerovom sindromu, alergijskoj bronhopulmonalnoj  aspergilozi, Chiirg-
Straussovu sindromu i kroni¢noj eozinofilnoj pneumoniji. MijeSani alveolitis nalazi
se u raznim kroni¢nim idiopatskim pneumonijama. Visok postotak siderofaga
ukazuje na sindrom alveolarne hemoragije. BAL je odlicna metoda i u dijagnostici

infekcija pluénog parenhima imunokompromitiranih bolesnika.
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1.1.6.2.2.7. Transbronhalna biopsija plu¢a (TBBP)

Ovom metodom uzima se komadi¢ pluénog parenhima za citoloSki i
patohistoloski pregled uz pomo¢ fleksibilnog fiberoptickog bronhoskopa. Najcesce
se koristi u dijagnozi nejasnih difuznih pluénih infiltrata, sumnje na limfangiozu
pluéa, sumnje na razne bakterijske 1 gljivicne pluéne infekcije, posebno u
imunokompromitiranih bolesnika i1 raznih drugih patoloSkih supstrata ( poput

sarkoidoze, tuberkuloze, intersticijske pluéne fibroze itd.)".

1.1.6.2.2.8. Transtorakalna aspiracijska punkcija

Transtorakalna aspiracijska punkcija je jednostavna, laka i brza dijagnosticka
metoda, ¢ije su komplikacije rijetke, a daje vrlo visok postotak pozitivnih nalaza.
Metoda je izbora za patoloSke procese toraksa do dubine od 9 cm. Vrlo je primjerena
za punkciju supstrata prednjeg ili straznjeg medijastinuma, gdje je drugim
dijagnostickim metodama, osim dijagnosticke torakotomije, tesko do¢i do
adekvatnog uzorka za citolosku analizu. Osjetljivost metode kre¢e se do 90%, a
tocnost vise od 90%. Punktiraju se lezije manje od 1 cm pa sve do 10 cm i vise. U
mnogim je slucajevima jedina dijagnosticka metoda kojom se prije operacije moze
dokazati patoloski supstrat. Ovim nafinom dijagnosticiraju se primarni karcinomi
pluca, razni drugi dobrocudni i zlocudni tumori, razni upalni tumori, metastatski

primarno izvanpluéni maligni procesi, neurogeni tumori, maligni limfomi i dr’>.
1.1.6.2.2.9. Intraoperacijska citoloska pretraga

Ovom tehnikom intraoperacijski se uzima tumor ili drugi patoloski supstrat i
otisne se na predmetno stakalce. Uzorak se odmah priprema za mikroskopiranje: susi

se na zraku 5-6 minuta, boji skracenom May-Griinwald-Giemsa metodom bojenja (2

minute s May-Griinwald bojom, ispire destiliranom vodom i 3-4 minute s Giemsa
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bojom), ispere destiliranom vodom, ¢isti 1 citoloski analizira. Visoko je osjetljiva
metoda, a dijagnosticka tocnost benignih 1 malignih tumora dosiZze do 98%. Slabiji
rezultati postizu se u dijagnozi mezenhimalnih tumora, karcinosarkoma,
teratokarcinoma, hemangioblastoma, histiocitoma i malignih neurogenih tumora za

koje je potrebno dodatna obrada §to je za intraoperacijsku dijagnostiku nemoguée’.

1.1.6.2.3. Imunocitokemija/imunohistokemija

Raspolozivost  specificnih  monoklonskih  protutijela omogucuje nam
identifikaciju produkata stanica ili povrSinskih markera. Oni nam pomazu u
kategorizaciji slabo diferenciranih i nediferenciranih malignih tumora. U mnogim
slu¢ajevima slabo diferencirani maligni tumori razli¢itog podrijetla slice jedni
drugima. Te je tumore nemogucée razlikovati samo na temelju citomorfoloskih
karakteristika, te nam tu pomazu specificna protutijela. Na primjer prisustvo
citokeratina, detektiranog imunocitokemijskom obradom, ukazivat ¢e na epitelno
podrijetlo stanica (dakle, radit ¢e se o karcinomu), dok prisustvo dezmin pozitivnih
stanica ukazuje na neoplazmu podrijetla misi¢nih stanica.
Imunocitokemija/imunohistokemija pomaze i u odredivanju podrijetla metastatskih
tumora. Na primjer maligne stanice pozitivne na TTF-1 ukazuju na podrijetlo stanica
iz pluca ili iz §titnjade”. Imunocitokemija/imunohistokemija je metoda kojom se
mogu detektirati i molekule koje imaju prognosticko i/ili terapijsko znacenje u

tretmanu ovih tumora’”.
1.1.6.2.4. Kompjuterski asistirana image analiza (Citometrija)
Kompjuterska analiticka studija izgleda stanica kroz svjetlosni mikroskop
omogucava, s ve¢om tocnos¢u i objektivnoséu, prepoznavanje tipa stanica pomocu

analize njihove citoplazme 1 jezgre. Takva analiza, transformacijom izgleda stanica u

digitalne podatke, pruza kvantitativnu ocjenu razli¢itih stani¢nih komponenata’.
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Kompjuterski asistirana slikovna analiza prvotno je koriStena u odredivanju
promjena vezanih za malignitet kao Sto je distribucija DNA u jezgri patohistoloski
normalnih stanica u blizini preinvazivnih ili invazivnih karcinoma. Razina DNA u
tumorskim stanicama je Cesto viSa nego u normalnim stanicama zbog kromosomskih
promjena. Te kvantitativne mikroskopske tehnike omoguéuju pregled tisuée stanica
po uzorku u relativno kratkom vremenu. Sli¢ne tehnike onima odobrenih u SAD-u
za pretrazivanje citoloskih uzoraka cerviksa, mogle bi u budu¢nosti igrati ulogu i u

pretrazivanju (skriningu) stanica karcinoma pluca.

1.1.6.3. MOLEKULARNE TEHNIKE U DIJAGNOSTICI KARCINOMA PLUCA

Proteklih je godina razvoj novih molekularnih tehnika i amplifikacijskih
metoda omogucio veliki napredak u dobivanju genetskih informacija iz malog
uzorka tkiva ili stanica, bez potrebe izvodenja agresivnih kirurskih zahvata. Cak i
mali uzorci omoguéuju dobivanje visoko kvalitetnih nukleinskih kiselina koje se

mogu koristiti u identifikaciji razli¢itih molekularnih znacajki stanica karcinoma''.

1.1.6.3.1. Metode molekularne dijagnostike - DNA/RNA molekularne tehnike

Za prakti¢nu, laboratorijski baziranu molekularnu dijagnostiku pluénih bolesti
danas se najceSce koriste dvije metode: fluorescentna in situ hibridizacija. (FISH) 1

lan¢ana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR)"".

1.1.6.3.1.1. Fluorescentna in situ hibridizacija - FISH

Hibridizacija nukleinskih kiselina omogucuje detekciju molekula DNA ili
RNA koje su komplementarne bilo probnoj nukleinskoj kiselini koja primjerice
moZe odgovarati virusnom genomu ili kloniranom genu’®. Osim u ekstraktima
stanica, hibridizacijom nukleinskih kiselina mozemo homologne DNA ili RNA

molekule detektirati 1 na kromosomima ili intaktnim stanicama. Metodu nazivamo
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hibridizacijom in situ, a u njoj radioaktivno ili flurescentno obiljezenu probu
hibridiziramo na specificnim stani¢nim ili substani¢nim strukturama, analiziramo
mikroskopom. ObiljeZene je probe moguce hibridizirati s intaktnim kromosomima
kako bismo odredili podru¢ja kromosoma koja sadrzavaju gene od interesa.
Hibridizacijom in situ takoder mozemo detektirati specificne mRNA u razli¢itim
tipovima stanica u tkivu”’. Prednost metode lezi u moguénosti detekcije genskih
promjena na specificnoj grupi stanica ili unutar malog broja istrazivanih stanica.
FISH metoda je metoda hibridizacije in situ (ISH) koja za odredivanje
kromosomskih translokacija primjenjuje fluorescentne metode vizualizacije
(fluorescentne boje) dok kromogena in situ hibridizacija (CISH) koristi za metodu
vizualizacije kromogene koje proizvodi obojena kemikalija na mjestu reakcije’.
Uglavnom se koristi u citoloskim 1 kirurSkim uzorcima u otkrivanju tumorskih
stanica i nekih mikroorganizama te u kirurSkim operativnim uzorcima u odredivanju

prognoze i odabiru terapijskog tretmana bolesti.

1.1.6.3.1.2. Lancana reakcija polimeraze - PCR

To je laboratorijska tehnika koja oponaSa postupak prepisivanja DNA
(replikaciju) koji se odvija u svakoj Zivoj stanici. Lan¢anom reakcijom polimeraze
(polymerase chain reaction, PCR) umnaza se mali odsjeCak DNA, §to se koristi u
dijagnostici kako bi se prepoznalo da li je odgovarajuci odsjecak DNA prisutan u
uzorku. Metodu je 1988. godine razvio Kary Millus, te je za svoj izum dobio 1993.
godine Nobelovu nagradu. Ako je poznat dio slijeda nukleotida u nekoj molekuli
DNA, lan¢anom reakcijom polimeraze mogucée je u potpunosti in vitro pripraviti
goleme koli¢ine te molekule. Osnova metode je opetovano umnazanje odredenog
segmenta DNA s pomocu DNA polimeraze. Broj novonastalih molekula je
dvostruko veci nakon svakog kruga umnazanja i povecava se eksponencijalno, te je
iz malog broja kopija molekula kalupa koje su prisutne na pocetku reakcije moguce
pripraviti veliku koli¢inu DNA tako da DNA nije potrebno izolirati iz veéeg broja

stanica ili komada tkiva. Od jednog lanca DNA moze se dobiti velik broj kopija $to
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omogucuju biokemijske osobine molekule deoksiribonukleinske kiseline. Molekulu
DNA mozemo denaturirati, razdvojiti joj lance, a jednolancana DNA tada
predstavlja kalup za sintezu drugog komplementarnog lanca DNA u metodi lancane
reakcije polimeraze (PCR metodi). Tako je moguce od jedne ishodisSne molekule
DNA geometrijskom progresijom dobiti onolik broj molekula koliko je odredeno
ciklusa sinteze. Za tu reakciju neophodno je prisustvo enzima DNA polimeraze koja
katalizira nizanje nukleotidnih ostataka u molekulu DNA, za §to su mu potrebni
slobodni nukleotidi i1 kratki odsjecci DNA zvani pocetnice (engl. primeri) za
zapocCinjanje sinteze. PocCetnice su oligonukleotidni lanci, dugi 20-30 ostataka,
komplementarni pocetnom 1 zavrSnom dijelu gena koji zelimo umnoziti. Danas se
koriste sintetski i ve¢ proc¢is¢ene pocetnice koje narucujemo od komercijalnih tvrtki.
Produkt PCR metode je eksponencijalno nakupljanje specifi¢no ciljanog fragmenta
DNA, pa je zato veoma vazno odabrati jedinstveni i specifi¢ni slijed nukleotida za
zeljenu sekvencu prema kojem ¢e se sintetizirati pocetni oligonukleotidi jer ciljna
DNA ¢ini samo mali dio smjese genomske DNA. Jedini nedostaci reakcije su Sto
umnozava fragmente do najvise 25 kb duljine 1 u tome Sto moramo poznavati
sekvence koje grani¢e s ciljnim fragmentom, kako bismo mogli konstruirati
pocetnice®™. Sama metoda izvodi se u odgovarajuéim uredajima koji brzo griju i
hlade uzorke precizno na unaprijed odredene temperature. LanCana reakcija
polimeraze postala je nezamjenljiva u molekularnoj biologiji, narocito u podrucju
medicinske dijagnostike kao efikasna 1 senzitivna u molekularnoj patologiji
primarnih 1 metastatskih neoplazmi, upalnim mehanizmima 1 infektivnim
bolestima’’. Identificiranjem abnormalnosti odredenih gena, ukljuujuéi i gena za
receptor epidermalnog faktora rasta (EGFR), PCR metoda nam pomaze u
prepoznavanju pacijenata koji ¢e dobro odgovoriti na suvremenu terapiju lijekovima
inhibitorima tirozin kinaze''. Zbog vrlo $iroke primjene, do danas su razvijene
brojne modifikacije osnovne metode PCR-a.

Metilacijski PCR je metoda koja se koristi u otkrivanju epigenetskih
abnormalnosti stanica karcinoma. DNA metilacija igra vaznu ulogu u regulaciji

ekspresije gena. Tumori uglavnom pokazuju globalnu hipometilaciju i regionalnu
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promoter hipermetilaciju. U ranoj fazi razvoja karcinoma, promjena u hipermetilaciji
DNA promotera videna je u dosta gena ukljucujuéi i tumor supresorske gene kao §to
supl6, DAP-kinaza, RAR-B, FHIT, RASSF1 i APC. Dokazano je da se promjena u
hipermetilaciji pojavljuje 1 u prekanceroznim stanjima karcinoma pluc¢a i kao takva
moze se Koristiti za otkrivanje populacije pacijenata s povisenim riziokom za razvoj
karcinoma pluéa®'.

Komplementarna DNA moze se koristiti kao kalup za PCR obrnutim
prepisivanjem (engl. reverse trancript PCR, RT-PCR). RT-PCR koristi se u
istrazivanju prisustva mRNA transkripta, te prekomjerne ili premale genske
ekspresije ili odsustva ekspresije u specificnim stanicama nakon izolacije RNA.
Promjena u ekspresiji gena je karakteristika maligne transformacije, a takva
promjena omogucéuje identifikaciju stanica karcinoma preko detekcije mRNA
specificnih za te tumorske stanice. Nekoliko studija koriste RT-PCR u otkrivanju
stanica pluca i u pretrazi periferne krvi za potencijalnom diseminacijom stanica

karcinoma pluéa za vrijeme lobektomije’’.

1.1.6.3.2. Dosadasnje spoznaje o izolaciji DNA i prepoznavanju molekularnih

biljega u dijagnostici karcinoma pluca

Unazad nekoliko godina svjedoci smo ubrzane integracije molekularne
dijagnostike u citopatologiji 1 njene neophodnosti zbog S§to boljeg tretmana
bolesnika®. Nove probe i molekularni markeri neprestano se razvijaju u nastojanju
Sto bolje identifikacije 1 karakterizacije malignih procesa. Molekularno bioloska
dijagnostika zasniva se pretezno na analizi nukleinskih kiselina (DNA i RNA).
Vecina istrazivanja molekularnih markera odnosila se na izolaciju DNA iz tkivnih
uzoraka koji su uglavnom fiksirani i uklopljeni u parafin® a mogu biti i svjezi. Tako
je najveci broj istrazivanja proveden na tkivnim uzorcima o utjecaju razlicitih
fiksativa i metoda izolacije DNA na kvalitetu dobivene genomske DNA**®. S

druge strane, tek je nekoliko studija objavljeno na tu temu, radeno na rutinskim
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8688 Zbog manje koli¢ine uzorka koja limitira

dijagnostickim citoloskim uzorcima
broj nukleinskih kiselina i proteina raspolozivih za analizu, naj¢eS¢e molekularne
tehnike u citologiji uklju€uju upravo in situ hibridizaciju (ISH) 1 lan¢anu reakciju
polimeraze (PCR).

Molekularne metode otkrivaju mutacije ili promjenu umnazanja (amplifikaciju)
onkogena, delecije 1 mutacije tumor supresorskih gena i druge geneticke
abnormalnosti vezane za maligne tumore. Fluorescentnom in situ hibridizacijom
otkrivaju se brojcane i strukturne abnormalnosti kromosoma i ta je metoda na
jednoslojnim citoloskim preparatima tekuéih uzoraka (iz tjelesnih Supljina, uzoraka
eksfolijativne citologije ili aspirata iglom) pokazala odli¢ne rezultate koji mogu biti 1
bolji od rezulatata dobivenih na tkivnim uzorcima u otkrivanju kromosomskih
translokacija®*.

Rezultati PCR metode ovise o koli¢ini i kvaliteti DNA potrebne za analizu.
Ekstrakcija nukleinskih kiselina povijesno se koristila organskim tehnikama
koriste¢i kloroform i fenol. Ta metoda koristi kemikalije opasne za Covjeka i okolis,
dugo traje, naporna je i ima relativno visoke troSkove. Stoga se sve vise primjenjuju
komercijalni kitovi koji ve¢inom koriste kolonice sa silika gel membranom na koju
se veze DNA®. Danas ekstrakcija nukleinskih kiselina mozZe biti i automatizirana,
no slozenost i troskovi takvih procedura predstavljaju znac¢ajno opterecenje u slucaju
sistematske Siroko primjenjujuce izolacije DNA pa je stoga svako pojednostavljenje
procedure izolacije DNA dobro doslo u 3tednji vremena i novca®. Veéina PCR
metoda koristi se citoloskim teku¢im uzorcima iz ,,epruvete”, a manje citoloskim
preparatima na staklu. Odredene metode su se razvile za izolaciju DNA iz
prethodno obojenih arhivskih citoloskih uzoraka i to mikrodisekcijom prethodno
morfoloski izabranih stanica. Greske i zamke takvih procedura leze u kontaminaciji
produkata PCR metode, upotrebi nepovoljnih tehnika cija je osjetljivost loSa,
teSkoCama u upotrebi adekvatnih pozitivnih 1 negativnih kontrola metode i
prevelikom oslanjanju na molekularne rezultate u nedostatku morfoloskih dokaza.
Upotreba kitova i drugih komercijalnih reagensa pomogla je u premostenju nekih od

tih problema s nekonzistentnim rezultatima®. Primjena metoda molekularne
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biologije na citoloSkim uzorcima, kao $to je aspirat bronha, u dijagnosticke svrhe i
za istraZivanje stanica karcinoma pravi je izazov. Aspirati bronha ¢esto sadrZze manju
koli¢inu DNA, kad se usporeduju s tkivnim uzorcima. Pri tom obi¢no samo mali dio
cjelokupne genomske DNA predstavlja DNA tumorskih stanica. Stoga je kriti¢no, za
molekularna citoloska istrazivanja na aspiratima bronha, dobivanje visoko kvalitetne
genomske DNA. Istrazivanja su pokazala da komercijalni kitovi nude brze i
jednostavne protokole za primjenu ¢ak i za neiskusno osoblje, te nisu toksicni, ali

. . . . . - .y . 86.88
proizvode manje DNA koja je znaCajno viSe fragmentirana™ " .

Ekstrakcija
fenol/kloroformom daje najvise DNA 1 to duze fragmente, ali je toksi¢na i dugo
traje. Cistoéa DNA je pri tom nesto slabija, §to jo§ uvijek ne predstavlja prepreku

daljnjim analizama ovakvih uzoraka”.

1.1.6.3.3. Molekularni biljezi vazni za dijagnozu karcinoma pluc¢a

Molekularni biljezi karcinoma pluca koriste se u svrhu otkrivanja riziénih
faktora za razvoj karcinoma, za rano otkrivanje karcinoma, u odabiru optimalnog
tretmana pacijenta, u prognozi bolesti i za pracenje pacijenta nakon tretmana bolesti.
U svim nabrojenim podru¢jima prizeljkuje se otkrivanje dovoljno osjetljivih,

dovoljno specifi¢nih i isplativih biomarkera.

1.1.6.3.3.1. Biomarkeri karcinoma pluca koji se trenuta¢no koriste

Pretraga krvi je jedna od najjednostavnijih nacina za otkrivanje biljega raka.
Slijede¢i su markeri kandidati za klinicku primjenu identifikacijom u krvi, za
otkrivanje i pra¢enje karcinoma pluéa’’.

Karcionoembrionalni antigen (CEA) je onkofetalni protein koji nije prisutan u
odraslih. Povecana proizvodnja u stanicama karcinoma uzrokovana je prestankom
represije CEA-inkodirajuc¢eg gena. U karcinomima pluca gdje je CEA poviSen, nivo

mu moze korelirati s odgovorom na terapiju. CEA nije osjetljiv ni specifi¢an i ¢esto
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je povisen u pusaca. Moze se koristiti uz druga mjerenja koja prate relaps bolesti,a
njegov poviseni nivo je ponekad lo$ prognosticki znak.

CYFRA 21-1 mjeri fragmente citokeratina 19 prisutnog u epitelnim stanicama.
Povezan je s karcinomom epitelnih stanica ukljucujuci i karcinom ne-malih stanica
pluéa, posebno plocastog porijekla. Njegova osjetljivost za karcinome ne-malih
stanica varira od 23-70%. MozZe biti povisen i u benignim bolestima pluéa. Cini se
da korelira s odgovorom na terapiju i s prognozom, te se moze koristiti uz druge
testove za prognozu i pracenje povratka bolesti.

Antigen karcinoma plocastih stanica je strukturalni protein citoplazme.
Njegova koncentracija u cirkulaciji moze biti poviSena u karcinomima plocastih
stanica, ali 1 u bolestima koze i upalnim pluénim bolestima. Publicirana osjetljivost
mu je za karcinome ne-malih stanica pluc¢a 15-55%, s najviSom osjetljivoséu za
karcinom plocastih stanica. Nivo mu moze korelirati s metastatskim potencijalom
karcinoma.

Neuron specifi¢na enolaza (NSE) je glikoliticki enzim proizveden u centralnim
1 perifernim neuronima i malignim tumorima neuroektodermalnog porijekla i moze
biti poviSena u medularnom karcinomu S§titnjace i karcinomu plu¢a malih stanica.
Nadena je i u razli¢itim cirkulirajuéim stanicama i moze biti poviSen i u upalnim
bolestima. Njezina osjetljivost u otkrivanju karcinoma malih stanica plu¢a moze biti
1 74%, a povisen nivo korelira s kratkoCom preZivljenja.

Progastrin-oslobadaju¢i peptid je mnogo stabilniji biokemijski prekursor
gastrin  oslobadaju¢eg  peptida.  Proizvodi ga  neuroendokrino  tkivo
gastrointestinalnog i respiratornog trakta, stimuliraju¢i oslobadanje hormona.
Ponekad se koristi kao marker za karcinom malih stanica pluca iako je povisen u
bubreznim bolestima i nekim benignim bolestima plu¢a. Osjetljivost za karcinom
malih stanica pluéa mu je od 17-86%. Razlike u razini ekspresije nemaju
prognosti¢ki znacaj. Zajedno s NSE moze se koristiti u pracenju odgovora na
terapiju karcinoma malih stanica pluca.

Tumor M2-piruvat kinaza je dimeri¢na forma piruvat kinaze koja je poveéano

izrazena u tumorskim stanicama. Nivo joj je povisen u brojnim malignim bolestima
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kao i u upalnim procesima. Osjetljivost za karcinom pluc¢a varira od 50-71% s
najviSom osjetljivos¢u za adenokarcinome. Koristi se i za pracenje relapsa bolesti
nakon provedene terapije.

C reaktivni protein (CRP) poviSen je u mnogim upalnim stanjima i u
karcinomima. Nije specifican za karcinom pluéa, ali moze biti koristan za prognozu
bolesti. U provedenoj studiji na 7017 ispitanika praéenih kroz 10 godina povisen
nivo CRP-a povezan je s poviSenim rizikom od karcinoma i to najvise s karcinomom
pluéa. Autori zaklju€uju da kroni¢na upala i oslabljen imunoloski mehanizam
rezultiraju kroni¢énom upalom §to moze prethoditi nastanku karcinoma pluca.

Paneli markera koji uklju¢uju kombinaciju CEA, CYFRA 21-1, antigen
karcinoma plocastih stanica i NSE ponekad se koriste za unaprijedenje osjetljivosti u
otkrivanju karcinoma pluéa, ali im nedostaje specificnosti pa se preporucuju samo za
eventualno pracenje relapsa bolesti nakon provedene terapije.

Receptor epidermalnog faktora rasta (EGFR) — S provedbom ciljane terapije
karcinoma pluca sve je ve¢i interes za molekularne markere koji bi bili specifi¢ni u
predvidanju odgovora pacijenata na terapiju 1 prognozu bolesti. Receptor
epidermalnog faktora rasta (EGFR) i njegova intracelularna komponenta tirozin
kinaze istrazivana je zbog svoje uloge u biologiji karcinoma ne-malih stanica pluca.
Agensi koji koriste taj molekularni put trenuta¢no se koriste u terapiji karcinoma
plu¢a. To su male molekule, kao gefitinim 1 erlotinib, koje inhibiraju tirozin kinazu,
kao 1 monoklonalna antitijela za ekstracelularnu komponentu EGFR-a, kao
cetuximab 1 panitumumab. Prisustvo mutiranog EGFR-a povezano je s odgovorom
na inhibitore tirozin kinaze. Nedavno provedene studije navode na zaklju¢ak da
postoje i drugi znacajni parametri, kao Sto su brojevi kopija EGFR-a i ekspresija
mRNA, koji se mogu odrediti u citopatoloskim uzorcima i pomo¢i klini¢arima u

odabiru terapijskog pristupa’.
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1.1.6.3.3.2. Potencijalni biomarkeri karcinoma pluc¢a

Postepeno upoznavanje mnogih razliitih genetskih i epigenetskih promjena
uklju¢enih u malignu transformaciju stanica karcinoma plu¢a, ukazuje na brojne
nove potencijalne biomarkere.

Unazad nekoliko godina studije o biomarkerima karcinoma plu¢a sve su
brojnije i mnoge govore o visokoj osjetljivosti i specificnosti. Medutim, neke su
radene na malim uzorcima pacijenata, nekima nedostaje reproducibilnost ili su
kontrole nedosljedne tako da se njihova prava vrijednost tek mora dokazati na vecim
klini¢kim studijama. Razvoj biomarkera za prognozu i1 personalizaciju terapije nakon
dijagnoze cini se izgledna i postoji nada za otkri¢em prakti¢nih biomarkera za ranu

dijagnozu karcinoma pluc¢a u skoroj buducnosti.

1.1.6.3.3.2.1. Tumor supresorski geni

Molekularni mehanizmi onkogene aktivacije uklju¢uju amplifikaciju, mutaciju,
translokaciju i prekomjernu ekspresiju gena.

Rb gen smjesten je na duzem kraku kromosoma 13 (13q) i odreduje regulatorni
nuklearni fosfoprotein koji potice diobu stanica. Abnormalnosti ovog tumor
supresorskog gena gotovo su univerzalne u karcinomima malih stanica pluca, ali su
prisutne u samo 30% karcinoma ne-malih stanica pluca.

NajceS¢e mutirani tumor supresorski gen u karcinomoma pluca je p53 gen,
smjeSten na kra¢em kraku kromosoma 17 (17p), a mutacije se dogadaju gotovo
isklju¢ivo u kodonu 157 kada su vezane za pusenje’”*. On regulira staniéni rast
izmedu G1 1 S faze stanicnog ciklusa i ima vaznu ulogu u induciranju apoptoze
stanica sa oSte¢enom DNA, a njegove mutacije su obicno odraz izloZenosti
karcinogenima kao S$to je puSenje. Naziva se ¢uvarom jer §titi stanice respiratornog
trakta od djelovanja karcinogena. Mutacije p53 inhibiraju ili prekidaju proizvodnju
pS3 proteina. U svojoj mutiranoj formi p53 protein se uglavnom sporije razgraduje

nego divlji tip, Sto rezultira njegovim visokim nivoom u malignim stanicama.
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Abnormalni gen p53 naden je u 40-70% karcinoma malih stanica plu¢a i u 40-60%
svih karcinoma ne-malih stanica pluca, ¢eS¢e u karcinomu stanica plocastog epitela
nego u adenokarcinomu.

Replikacija DNA inhibirana je genom p21 ¢ija je ekspresija poviSena paralelno
s povisenom ekspresijom p53. Uocava se u 65-75% karcinoma ne-malih stanica
pluca.

Tumor supresorski protein pl6 mutiran je u 10-40% karcinoma ne-malih
stanica pluca i u mnaje od 1% karcinoma malih stanica. Hipermetilacija p16(INK4a)

predstavlja lo§ prognosticki pokazatelj, uglavnom u adenokarcinomima®.

1.1.6.3.3.2.2. Protoonkogeni i stimulatori rasta

Poznata su 3 protoonkogena u ras porodici: K-ras, N-ras i H-ras koji odreduju
sastavne proteine gvanozin trifosfatne grupe znane kao p21lras. Oni su smjeSteni na
unutarnjoj strani staniéne membrane i sudjeluju u prijenosu signala. Aktivacija K-ras
mutacijom otkrivena je u 50% adenokarcinoma pluca 1 moze se odrediti PCR
analizom stanica u bronhioalveolarnoj lavazi pacijenata s karcinomom pluéa’.
Mutacija K-ras nadena je u 15-20% svih karcinoma ne-malih stanica pluca, ali
rijetko u karcinomu malih stanica, a rezultira modifikacijom slijeda aminokiselina
dovode¢i do znacajnog pada aktivnosti unutraSnjeg gvanozin trifosfata. Protein
ostaje u aktivnom stanju s gvanozin trifosfatom §to sprjecava njegovo oslobadanje.
Ta je mutacija snazno povezana s puSenjem 1 u adenokarcinomima obi¢no
predstavlja negativni prognosticki faktor. Mutacije drugih ¢lanova ras porodice rjede
su prisutne u karcinomima ne-malih stanica pluca i rijetke su u karcinomu pluéa.
Mutacija K-ras gena otkrivena je u uzorcima biopsije bronha pusaca bez karcinoma
pluéa, kao i u sputumima prije dijagnoze karcinoma pluca, pa se smatra mogucim
markerom premalignog stanja.

Porodica protoonkogena myc ima 3 ¢lana: C-myc, N-myc i L-myc i ukljucuje
nuklearne proteine koji se vezu na DNA 1 djeluju kao regulatori transkripcije. C-myc

je amplificiran u 80-90% karcinoma malih stanica i u oko 10% karcinoma ne-malih
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stanica plu¢a gdje ima loS prognosticki znacaj. Ekspresija ovog gena veca je u
uzorcima tumora plu¢a nego u neneoplasticnom pluénom tkivu. Neki onkogeni
djeluju kroz hiperprodukciju normalnih proteina, sugeriraju¢i regulacijski defekt u
transkripciji ili amplifikaciju gena. Geni i proteinski produkti koji tako djeluju jesu
c-erbB-1 1 c-erbB-2 protoonkogeni, a oba su receptori tirozin kinaze. C-erbB-1 je
najces¢e naden u karcinomima ne-malih stanica, posebno u karcinomima plocastih
stanica (65-90%). C-erbB-2 je najceS¢e prisutan u adenokarcinomima, pokazuje
povecanu ekspresiju u manje od 5% karcinoma malih stanica i u 25% karcinoma ne-

- : 097
malih stanica pluca™.

1.1.6.3.3.2.3. Kromosomske abnormalnosti: aneuploidije i delecije

Brojcane kromosomske promjene ili aneuploidije ustanovljene su protocnom
citometrijom. Za njihovu dijagnozu koristi se klasi¢no kromosomsko pruganje,

spektralna kariotipizacija i fluorescentna in situ hibridizacija (FISH)"**”.

1.1.6.3.3.2.4. Gubitak heterozigotnosti (engl. loss of heterozygosity, LOH)

Normalna ljudska DNA sadrzi dva alela za svaki genski lokus, a promjena
jednog alela moze rezultirati patoloskim promjenama. Genski lokusi, koji sadrze
dvije razli¢ite kopije alela, su heterozigotni. Veéina heterozigotnih alela dopusta
normalne varijante i ne rezultira patoloskim promjenama. Jedan od pretpostavljenih
nacina onkogeneze je da, ako je jedan alel ve¢ pri rodenju nefunkcionalan, promjena
drugog mutacijom dovest ¢e do promjene djelovanja stanice i razvoja tumora. To
uocavamo tijekom dijagnosti¢kog postupka kao promjenu jednog od alela, kojeg
viSe ne mozemo otkriti u promijenjenom tumorskom tkivu i to nazivamo gubitak
heterozigotnosti.

Karcinomi, ukljuuju¢i 1 karcinom pluéa, uglavnom pokazuje gubitak
heterozigotnosti alela vaznih za regulaciju rasta i homeostazu. Vise od 90%

karcinoma malih stanica i viSe od 70% karcinoma ne-malih stanica sadrzi neki
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gubitak heterozigotnosti. LOH je ustanovljen i u nekim benignim bolestima
ukljucuju¢i astmu i KOPB, vjerojatno odrazavaju¢i genetsku predispoziciju

identificiranu u toj bolesti’.

1.1.6.3.3.2.5. Hipermetilacija gena

Metilacija promotora u mnogim razliitim tumor supresor genima rani je
dogadaj u razvoju karcinoma plu¢a. Hipermetilacija promotorske regije gena
povezana je sa sprjeCavanjem transkripcije 1 zahvaca gene ukljuene u svim
aspektima normalnog funkcioniranja stanice te je kriticni okida¢ za malignu
transformaciju i njenu progresiju'®. Metilacija se moze ustanoviti specificnom
metilacijskom PCR analizom koja Kkoristi bisulfite za konvertiranje svih
nemetiliranih (ali ne i metiliranih) citozina u uracil, a zatim se izvodi amplifikacija
sa pocetnicama za metiliranu nasuprot nemetilirane DNA. Metilacija promotora
postala je aktivho polje istraZivanja. U prijaSnjim studijama ustanovljena je
poremecena metilacija pl6(INK4a), APC, TMS11, RASSF1 i DPK. Nedavno
istrazivanje Belinskog i1 sur. utvrdilo je da je hipermetilacija promotorske regije
mnogih razli¢itih gena u krvi i sputumu povezana s karcinomom pluca i da moze
prethoditi klini¢koj dijagnozi karcinoma'”'. Istrazuje se metilacija u tjelesnim
teku¢inama te citopatoloSkim uzorcima. U bronhioalveolarnoj lavazi metilacija p16,
RASSF1A, H-cadherina i RARP povezana je s prisustvom plu¢nog karcinoma, a
FHIT metilacija je izgleda povezana s puSenjem'®. U uzorcima aspirata bronha,
hipermetilacija promotorske regije gena RASSFIA nadena je u 88% karcinoma
malih stanica pluéa i 28% karcinoma ne-malih stanica pluc¢a. Hipermetilacija nije

ustanovljena u ispitanika s benignim bolestima plu¢a'®®

. Druge studije ustanovile su
poremecenu promotor metilaciju promotora APC, pl6 i RARB2 gena u aspiratima
bronha pacijenata s karcinomom pluca s osjetljivos¢u od 69% 1 specificnoséu od

87% u detekciji karcinoma koristenjem kombinacije tih gena'®*'®. Istrazivanjem

metilacije brojnih stani¢nih linija karcinoma pluca ustanovljeno je 132 gena koji su
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suprimirani metilacijom. Istrazivaci potvrduju da su ti geni izraZzeni u normalnim

. 1t x . . . . . 2,106
stanicama pluca, ali ¢esto nisu povezani s primarnim karcinomom plu¢a ™.

1.1.6.3.3.2.6. Apoptoza i angiogeneza

Anti-apoptoticki proto-onkogen Bcl-2 vazan je za apoptozu. Njegova
ekspresija visa je u karcinomu malih stanica (75-95%) nego u karcinomu ne-malih
stanica pluéa (25% u karcinomu plo¢astih stanica i 12% u adenokarcinomu)'"'%,
Tumorima su potrebni angiogenski faktori rano u patogenezi kako bi Sto prije
osigurali svoju krvnu oskrbu potrebnu za njihov rast. Vaskularni endotelni faktor
rasta (VEGF) i fibroblasti¢ni faktor rasta vazni su induktori angiogeneze. Ekspresija
VEGF-a je povisena u metastatskim karcinomima pluéa, a u karcinomu ploc¢astih
stanica plu¢a je konstantno izrazena. VEGF povecava mikrovaskularnu
premeabilnost 1 stimulira rast endotelnih stanica. Ekspresija VEGF je prognosticki
indikator u pacijenata s karcinomom pluca, a ukljucena je u progresiju tumora kroz
dva mehanizma: kao faktor rasta za stanice tumora i kao mitoticki faktor za
vaskularne endotelne stanice'®. Pusenje uzrokuje gubitak funkcije fragilnog histidin
trijadskog gena (FHIT) S§to se povezuje s loSom prognozom. Promjena njegove

ekspresije nadena je u 80% svih karcinoma malih stanica pluca i 40% karcinoma ne-

. . r 95
malih stanica plu¢a™.

1.1.6.3.3.2.7. Aktivacija telomeraza

Funkcija ljudskih telomera je zastita grade krajeva kromosoma. Njihova
disfunkcija igra vaznu ulogu u inicijaciji karcinoma 1 njegovoj progresiji.
Telomeraza je potencijalni marker za karcinom pluca. Njezine zaStitne strukture
izgraduju krajeve kromosoma i ukljucene su prakticki u sve tipove karcinoma ljudi.
Ekspresija tri osnovne komponente telomeraza je poviSena u gotovo svim
karcinomima malih stanica i u 80-85% karcinoma ne-malih stanica pluca. Jako

povisen nivo aktivnosti telomeraza korelira s proSireno$¢u karcinoma ne-malih
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stanica. Aktivnost telomeraze nadena je poviSena u 71% hiperplazija, u 80%

metaplazija i u 100% karcinoma in situ stanica bronhalnog epitela' .

1.1.6.3.3.2.8. Cirkuliraju¢a DNA

Nivo cirkuliraju¢e van stanicne DNA u plazmi i serumu je opcenito prepoznata
kao viSa u pacijenata sa karcinomom pluca, nego u zdravih ispitanika. Ona nije
korisna kao biomarker jer joj nivo znacajno varira ovisno o tipu i proSirenosti
karcinoma 1 tehnici mjerenja DNA. Kao izvor poviSene DNA u karcinomu pluca
smatraju se apoptotiCke ili nekroti¢ne tumorske stanice koje oslobadaju DNA u
cirkulaciju. Sve je veéi interes za otkrivanje specificnih markera koriste¢i
cirkulirajuéu DNA koja pokazuje genetske i epigenetske promjene tipicne za tumor
(gubitak kromosoma, aktivaciju onkogena, inaktivaciju tumor supresorskih gena
metilacijom)'' %,

Od otkrivanja gubitka genetskog materijala sa kromosoma 3p kao jednog od
najranijih genetskih promjena koje se pojavljuju tijekom bronhalne karcinogeneze,
nekoliko je studija istrazivalo da 1li se te promjene, kao Sto su mikrosatelitska
nestabilnost i gubitak heterozigotnosti (LOH) mogu na¢i u cirkuliraju¢oj DNA. Te
su genetske promjene nadene u cirkulirajuéoj DNA u 27-88% pacijenata s

13 o e ..
. NajcesS¢e genetske mutacije, istrazivane kao moguci

karcinomom pluéa'
biomarkeri karcinoma pluc¢a, su mutacije K-ras i p53 od kada su ustanovljene kao
naj¢eS¢e mutacije u karcinomu pluéa i1 preneoplazijama. K-ras mutacije u
cirkuliraju¢oj DNA nadene su 20-30% pacijenata s karcinomom pluéa, a p53

mutacije u 27%''®. Istrazivanja su kontradiktorna u ocjeni da li te mutacije

predvidaju odgovor na kemoterapiju.

1.1.6.3.3.2.9. Ekspresija gena i proteini

Mnogi istrazivaci istrazuju proteine u krvi i sputumu kao moguce biomarkere

karcinoma plu¢a. hnRNPB1, RNA vezu¢i protein ukljucen u transport mRNA i
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mutaciju RNA, cest je u karcinomu pluca plocastih stanica. Njegova izraZenost u
sputumu korelirala je s razinom razvoja karcinoma plu¢a u odredenim populacijama,
a protein je bio pretjerano izrazen u ranom stadiju karcinoma plu¢a. Nedavne studije
o nivou hnRNPB1 u plazmi pacijenata s karcinomom plu¢a pokazuju njegovu
povisenu vrijednost u 46% pacijenata s karcinomom plu¢a u usporedbi s 12%
kontrolonih ispitanika''’. Katalititka komponenta ljudske telomeraze (engl. human
telomerase catalytic component, hTERT) je poviSena u karcinomima, a EGFR je
&esto povisen u karcinomu pluca. Miura i sur."'® mjerili su hTERT i EGFR mRNA u
112 pacijenata s karcinomom pluéa i u 80 kontrolnih ispitanika, koristeci
kvantitativni RT-PCR. Broj kopija serumske hTERT mRNA korelirala je s
prosSirenos¢u tumora, metastazama i relapsom bolesti, a broj kopija je bio manji
nakon provedene terapije. Autori izvjeséuju o osjetljivosti od 89% i specificnosti od
73% za hTERT 1 osjetljivosti od 71% 1 specifi¢nosti od 80% za EGFR. Ekspresija
RAP1 gena koji pomaze u regulaciji stabilnosti telomera, povezana je s boljim
prezivljavanjem pacijenata s karcinomom pluéa''’. Survivin je protein koji inhibira
apoptozu 1 potice mitoze. Koli¢ina nuklearnog survivina u tumorskom tkivu moze
predvidjeti povratak bolesti i loSe prezivljenje u pacijenata s operiranim karcinomom
pluéa ne-malih stanica''™'"®. Osteopontin je preizrazen u tkivu i serumu pacijenata s
karcinomom pluéa i moze biti udruzen s agresivnim tokom bolesti'*’. Povisena

razina otopljenog E-kadherina nadena je u pacijenata s karcinomom pluéa'?'.

1.1.6.3.3.2.10. Proteomika 1 genomika

Metodologija proteomske analize napredovala je posljednjih godina. Ova
metoda pomaze u klasifikaciji tumora, u prognozi, osjetljivosti na lijekove kao i u
razvoju ranih dijagnostickih markera u perifernim teku¢im uzorcima kao §to su
serum ili urin*.

Proteomske studije koriste dva pristupa: jedan je profil proteina gdje se uzorak

izrazenih proteina koristi u identifikaciji karcinoma pluca, dok aktualni ukljuceni

proteini mogu biti nepoznati. Drugi je pristup koriStenje proteomskih tehnika u
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identifikaciji individualnih proteina koji mogu posluziti kao markeri karcinoma
plu¢a. Jedna grupa istrazivaa identificirala je dva proteina: serum amiloid A i
makrofag-inhibitorni faktor koji su poviseni u karcinomu pluéa, ali njihov nivo nema

122 U studiji pra¢enja pacijenata potvrdeno je da je serum

prognosticku vrijednost
amiloid A poviSen u pacijenata s karcinomom pluca, ali makrofag-inhibitorni faktor
nije se razlikovao u pacijenata s karcinomom pluéa i kontrolnih ispitanika s drugim

bolestima'??

. Nekoliko je studija pokusalo identificirati uzorak proteina u krvi koji bi
mogao razlikovati pacijente s karcinomom pluéa od kontrolnih ispitanika.
Analizirana je krv 158 pacijenata s karcinomom pluc¢a i 50 kontrolnih ispitanika, a
izborom od 5 proteina mogao se dijagnosticirati karcinom ne-malih stanica pluca sa
osjetljivoséu od 91,4%"".

2007. godine Chen i sur. izvjestavaju o svojim rezultatima genomskih studija
karcinoma plu¢a. Oni su razvili microarray analizu tumorskog tkiva pacijenata s
karcinomom pluéa u ranom stadiju koji su prosli operativno lijecenje. Identificirali
su 16 gena povezanih s loSim ishodom bolesti. Pet od Sest gena potvrdeni su RT-
PCR-om. Pacijenti s takvim visoko rizi¢nim genima imaju 3-4 puta vecu vjerojatnost
da umru unutar 5 godina nakon operacije'**. Buduée klinitke studije tek ¢e

ustanoviti pravu prognostiCku vrijednost rezultata baziranih na genetskom ili

proteinskom profilu pacijenata.

1.1.6.3.3.2.11. Autoimunost

Prisustvo malignih stanica aktivira imunoloSki sustav i dokazano je da
karcinom inducira autoimunost na autologne stani¢ne antigene'>. Mnogi od ciljnih
antigena su stanicni proteini ¢ija deregulacija ili poremecéena ekspresija moze voditi
u tumorigenezu. Autoantitijela na neke od tih antigena nadeni su u pacijenata s
karcinomom pluéa. Jedna prospektivna studija istrazuje anticiklin B1 serumsko
antitijelo kao moguci dijagnosticki i prognosticki marker u pacijenata uklju¢enih u

longitudinalnu studiju karcinoma pluéa.
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1.1.6.3.3.2.12. Drugi molekularni markeri

Mitohondrijska DNA predloZena je u nekim studijama kao mogucéi biomarker
karcinoma pluca. Intrigantna ideja je koriStenje markera iz izdahnutog zraka
pacijenata s karcinomom pluc¢a koji sadrzi razliCite kisele i aromatske sastojke. Poli i
sur. izvjescuju da je mjerenjem kombinacije od 13 hlapljujucih organskih sastojaka u
izdahu moguca ispravna klasifikacija karcinoma pluéa u 80% slu¢ajeva'”®. Wang i
sur.'”” kombiniranjem mnogih DNA markera u plazmi i sputumu pokusavaju
povecati osjetljivost 1 specificnost dijagnoze karcinoma pluca. Oni su analizirali
hipermetilaciju 3 tumor supresorskih gena metilacijskim specificnim PCR-om i
nestabilnost 8 mikrosatelitnih markera analizom gubitka heterozigotnosti (LOH) te
analizirali mirosatelitnu nestabilnost u tkivu tumora 1 uzorcima sputuma 79
pacijenata s karcinomom pluca. Istaknuli su sedam biomarkera kao najosjetljivijom
1 najspecificnijom kombinacijom markera za dijagnozu karcinoma pluca: gubitak
heterozigotnosti D9S286, D9S942, GATA49D12 i DI13S170, mikrosatelitnu
nestabilnost D9S942, metilaciju p16(INK4a) i RARP iz sputuma. Najnovije studije o
prisutnosti humanog papiloma virusa u karcinomima pluc¢a sugeriraju da se moze
razmisljati da bi taj virus mogao biti drugi najvazniji uzro¢nik karcinoma pluca
nakon pusenja cigareta, te su takvi rezultati snazan motiv za daljnja istraZivanja®.
Treba napomenuti da je trenutno najsire prihvacen biomarker za karcinome plocastih
stanica glave i vrata upravo status visoko rizi¢nih tipova humanog papiloma

virusa'?®,
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2. HIPOTEZA I CILJEVI RADA

Hipoteza ovog rada je da se luZznatom lizom stanica bez dodatnog procis¢enja
moze dobiti dovoljno kvalitetna DNA za gensku dijagnostiku lancanom reakcijom

polimeraze.

Prema navedenoj hipotezi glavni cilj ovog istrazivanja je uspostaviti alat za
analizu DNA bolesnika kod kojih se vrSi bronhoskopska pretraga i uzimanje
citoloskih uzoraka iz aspirata bronha pri kojima bi se uzorci DNA uzimali na
najjednostavniji moguci nacin, bez dodatnog optereéivanja pacijenata. Isti ili sli¢an
postupak trebao bi se primijeniti za dobivanje kontrolne DNA iz uzoraka koji nisu
zahvaceni patoloSkim procesom (bris sluznice obraza i vjeda). Dodatni cilj
istrazivanja je provjeriti pouzdanost postupka odredivanjem spolnih kromosoma
pacijenata metodom lanCane reakcije polimerazom, te uzorke izolirane DNA
upotrijebiti u provjeri prevalencije visokorizi¢nih tipova humanog papiloma virusa

(tip 16, 18 1 33) u bolesnika s karcinomom pluca dijagnosticiranih u nasoj ustanovi.

Specifi¢ni ciljevi ovog istraZivanja su:

- uspostaviti  postupak izolacije DNA iz tri izvora (aspirata bronha, brisa

bukalne i vjedne sluznice) i provjeriti kvalitetu izolirane DNA odredivanjem spola

ispitanika.

- uspostaviti metodu dokazivanja tri visokorizi¢na tipa HPV-a PCR metodom u

datim uzorcima.

- izvr$iti  citomorfolosku analizu bronhoskopskih uzoraka i usporediti

citomorfolosku dijagnozu s nalazom HPV-a.
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- usporediti nalaz HPV-a u tri razli¢ita uzorka svakog pacijenta (aspirat bronha,

bris bukalne sluznice, bris vjede).

- korelirati prevalenciju HPV-a  naSe hrvatske populacije bolesnika s

karcinomom pluca s ostalima u svijetu
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Ispitanici 1 uzorci stanica

Ispitanici su bili pacijenti Klinike za pluéne bolesti Jordanovac upuceni na
bronhoskopski pregled zbog radioloski utvrdenog infiltrata na plu¢ima u razdoblju
od 2007.-2008. godine. Od njih 139, citoloSkom analizom utvrdeno je 84 sa
karcinomom plu¢a. Svi pacijenti su prije bronhoskopskog pregleda potpisali
informativni pristanak za sudjelovanje u studiji. Studija je odobrena od strane
etickog povjerenstva Klinike za pluéne bolesti Jordanovac i Eti¢kog povjerenstva
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Anamnesticki podaci prikupljeni iz povijesti bolesti bili su: dob, spol, puSacke
navike koje su bile izraZene brojem kutija/godina (engl. pack/years) koji pokazuje
broj popusenih cigareta na dan te duljinu puSenja. IzraCunava se tako da se broj
popusenih cigareta dnevno pomnozi sa brojem godina puSenja te se umnozak
podijeli sa 20.

Bronhoskopski pregled uc€injen je prema standardnoj klini¢koj proceduri sa
fleksibilnim fiberooptickim bronhoskopom kojim pulmolog prikuplja tekuci sadrzaj
sa endobronhalne lezije. Brisevi bukalne 1 vjedne sluznice uzimane su simultano,
neposredno prije bronhoskopije, i predstavljali su kontrolne uzorke DNA. Uzorci
bukalne sluznice uzeti su s jedne unutarnje strane obraza, a uzorci vjedne sluznice s
jedne unutarnje strane donje vjede, njezno pomocu Stapi¢a s vatom. Stapiéi sa
stanicama bukalne i vjedne sluznice odmah su uronjeni u 2 ml fizioloske otopine
(0,9% NaCl) u sterilnoj epruveti. Dolaskom u citoloski laboratorij, aspirati bronha su
najprije obradeni za dijagnosticke rutinske svrhe. Uzorci su centrifugirani, 1 od dijela
istaloZenih stanica s ostatkom tekuceg sadrzaja uc¢injeni su konvencionalni citoloski

razmazi. Fiksirani su suSenjem na zraku, te obojeni metodom po May-Griinwald-
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Giemsi, te analizirani od strane specijaliste klinicke citologije. Citoloski uzorci
svrstani su u Cetiri kategorije:

1. normalan nalaz

2.  atipija na epitelnim stanicama

3. suspektno na karcinom

4.  karcinom

Prema klasifikaciji karcinoma plu¢a Svjetske zdravstvene organizacije iz 2003.
godine postoje Cetiri osnovne kategorije karcinoma: karcinom plocastih stanica,
karcinom zlijezdanih stanica, karcinom velikih stanica i karcinom malih stanica.
Kako je, samo na osnovi citoloSkih uzoraka, ponekad nemogucée odrediti tocan
histoloski tip karcinoma, karcinomi pluca klasificirani su prema klini¢koj podjeli u
karcinome ne-malih stanica (u koje ulaze karcinom plocastih stanica, adenokarcinom
1 karcinom velikih stanica) i karcinome malih stanica.

Ostatni materijal aspirata bronha, zajedno s brisevima bukalne 1 vjedne
sluznice transportiran je u Laboratorij za neurogenetiku i razvojnu genetiku
Hrvatskog instituta za istrazivanje mozga Medicinskog fakulteta SveuciliSta u
Zagrebu.

U prvih 63 ispitanika iz izolirane DNA odredivao se genetski spol metodom
lancane reakcije polimerazom kako bi se provjerila pouzdanost metode i moguénost
provedbe cijelog postupka u klinickim uvjetima. Od 139 ispitanika u 84 je
ustanovljen karcinom pluéa na osnovi citoloskog uzorka aspirata bronha te je njima
odredivano prisutvo DNA visokorizi¢nih tipova humanog papiloma virusa tipa 16,
18 i 33 u sva tri uzorka (aspiratu bronha, brisu bukalne sluznice i brisu vjede)

metodom lancane reakcije polimeraze.

3.2. Izolacija DNA

Uzorci sakupljeni kroz dva dana, cuvani na sobnoj temperaturi, procesuirani su

zajedno popodne drugog dana. Epruvete sa Stapi¢ima s uzorcima briseva bukalne i
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vjedne sluznice nekoliko su puta vorteksirani (mijesani na laboratorijskoj mjesalici),
Stapi¢i s vatom su zatim pazljivo ocijedeni od viska tekucine uza zid epruvete i
odbaceni. Tekucina sa stanicama preseljena je u mikroepruvete i centrifugirana 8
minuta u mikrocentrifugi na maksimalnoj brzini (14000 okretaja/min). Supernatant
je odstranjen, a stanice su ostavljene na dnu. Stanice su resuspendirane u 30 ul (za
uzorke briseva) ili u 75 pl (za uzorak aspirata bronha; veci volumen je potreban
zbog vece koli¢ine uzorka u toj proceduri) mjesavine luzine 25 mM NaOH i 0,2 mM
EDTA te inkubirane 10 minuta na 98°C. Nakon toga uzorci su vorteksirani i
inkubirani 10 minuta na 98°C, nakon cega je slijedilo hladenje 2 minute na ledu.
Konac¢no, neutraliziraju¢a otopina s 40 mM TrisCl (pH 5.0) dodana je svakom
uzorku, istog volumena, kao Sto je bio pocetni volumen za lizu luzinom. To je
odgovaralo 30 pl neutralizirajuée otopine koriStene za uzorak briseva i 75 ul
koriStenih za uzorak aspirata bronha, ¢ine¢i ukupni uzorak od 60, odnosno 150 pl,
otopine DNA spremne za PCR, pospremljene na 4°C. Koncentracija DNA i njena

¢istoca provjerena je spektrofotometrom Nanodrop 1000.

3.3. Odredivanje genetskog spola lan¢anom reakcjom polimeraze (PCR metodom)

Izolirana DNA koriStena je za odredivanje genetskog spola PCR metodom.
Metoda se zasniva na prisustvu amelogenin gena (AMEL) na X 1 Y kromosomu
(AMELX i AMELY). AMELY sadrzi malu deleciju na prvom intronu koja se koristi
za razlikovanje sekvenci X i Y kromosoma'”. Koristne su tri po&etnice SexX (5'-
TCTCCTATACCACTTAGTCACT), SexY (5-
GCCCAAAGTTAGTAATTTTACCT) 1 SexCommon (5-
CAGCTTCCCAGTTTAAGCTCT), sto je omogucilo amplifikaciju 330bp PCR

produkta sa X kromosoma i 218 bp sa Y kromosoma.

44



3.4. Detekcija i tipizacija DNA HPV-a

DNA humanog papilom virusa tipova 16, 18 1 33 umnoZena je specifi¢nim
pocetnicama za E6 regiju kako bi se identificirali HPV subtipovi. Prednje pocetnice
zajednicke za HPV 16, 18 i 33 su AAGGGCGTAACCGAAATCGGT. Obrnute
poCetnice za HPV 16, 18 1 33 su GTTTGCAGCTCTGTGCATA,
GTGTTCAGTTCCGTGCACA 1 GTCTCCAATGCTTGGCACA amplificirajuci
140 bp produkt za HPV tip 16 i 18, te 141 bp za HPV tip 33"°. Zavrini PCR
produkt analiziran je pomocu elektroforeze u agaroznom gelu. Pozitivna kontrola
bio je uzorak HPV-a s cerviksa zene pozitivan na HPV 16, 18 i 33 dobiven iz
dijagnostickog laboratorija Klinike za infektivne bolesti Fran Mihaljevi¢. Za PCR
metodu koristili smo 1pl gore opisane otopine DNA pripremljene za PCR , u 25 pl
ukupnog volumena za reakcije koja sadrzi Go Taq polimerazu (Promega 0,625
jedinica), mjeSavinu deoksinukleotida (200uM), pocetnice (400nM), MgCI2 (2mM),
5x Green Buffer (Promega) koji ve¢ sadrzi boju 1 sterilnu vodu. KoriStene
temperature bile su za denaturaciju na 94°C kroz 5 minuta, nakon ¢ega je slijedilo 38
ciklusa denaturacije na 94°C kroz 30 sekundi, komplementarno sparivanje pocetnica
na 50°C kroz 30 sekundi, ekstenzija DNA lanaca na 72°C kroz 60 sekundi, te poslije
zavrSenih ciklusa zavrSna ekstenzija na 72°C kroz 7 minuta. Rezultati su
vizualizirani koriste¢i elektroforezu u 1,5% agaroznom gelu, a veli¢ina produkata

odredena je koristenjem 50 1 100 bp DNA biljega veli¢ina.

3.5. Statisticka analiza

Rezultati vezani za ispitnike kao $to su dob i pusacke navike prikazani su kao
srednje vrijednosti + standardna devijacija (SD).
Ispitivali smo uspjeSnost nase metode izolacije DNA odredivanjem spolnih
kromosoma ispitanika metodom lancane reakcije polimeraze. Metodu smo testirali

na tri uzorka (bris vjede i bukalne sluznice te aspirat bronha) svih 63 ispitanika: 45
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muskaraca 1 18 Zena. Za ispitivanu metodu izraCunavali smo kvantitativne
pokazatelje dijagnosticke toc¢nosti: dijagnosticku osjetljivost i specifi¢nost, pozitivnu

1 negativnu prediktivnu vrijednost te dijagnosti¢ku uc¢inkovitost (to¢nost).
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4. REZULTATI

U ovom istrazivanju analizirano je 139 pacijenata od kojih je u njih 84
citoloski dijagnosticiran karcinom plu¢a: u 64 muskaraca i 20 zena u dobi od 46 do
85 godina (srednja vrijednost 64,35+7,73 godina). 73 su pusaci (srednja vrijednost
broja kutija/godina 64,35+36,94), dok je 11 nepusaca.

Citoloskom analizom ustanovljeno je 66 sluc¢aja karcinoma ne-malih stanica (38
karcinoma plocastih stanica, 14 karcinoma Zlijjezdanih stanica 1 12 slabo
diferenciranih karcinoma ne-malih stanica), 14 karcinoma malih stanica, 1 4

mijesana tipa karcinoma (malih i ne-malih stanica).

4.1. Uspostavljanje postupka izolacije DNA iz tri izvora i provjera kvalitete

izolirane DNA odredivanjem spola ispitanika

Kako je DNA prisutna u svakom uzorku koji sadrzi stanice s jezgrom,
prisustvo inhibitora daljnjih enzimatskih reakcija smatra se glavnom preprekom za
uspjesnu analizu DNA, prvenstveno njezinu amplifikaciju PCR metodom. Prisustvo
razli¢itih stani¢nih produkata i komponenata medustani¢ne tvari degradira DNA ili

131

inhibira Taq polimerazu . Dodatni koraci DNA ekstrakcije i prociS¢avanja

koriStenjem razliCitih alkoholnih otopina 1i/ili fenola/kloroforma uobicajeni su

tijekom DNA izolacije'*

. DNA se moze da izolirati koriStenjem komercijalnih
kitova'* ili sloZenijim postupcima koji ukljuéuju posebnu opremu za sakupljanje
uzoraka'**, proteinazu K i/ili fenol/kloroform ekstrakciju'**. To predstavlja znagajno
1 financijsko 1 radno opterecenje, posebno u laboratorijima za genotipiziranje veceg
broja razli¢itih uzoraka, stoga je svako pojednostavljenje procedure dobro doslo.
Nasa metoda izolacije DNA temelji se na lizi stanica luzinom 1 ve¢ je koriStena

132,137

na ljudima "*° i midevima (tablica 6) $to nam je predstavljalo pocetnu tocku za

pokusaj dizajniranja novog, jednostavnijeg protokola koji bi se koristio u obradi
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rutinskih citoloskih uzoraka aspirata bronha uzetih prilikom bronhoskopskog

pregleda.

Tablica 6. Postupak izolacije DNA iz sluznice obraza miga (Mitregi¢ i sur.'*?)

Uzimanje brisa sluznice jednog obraza misa

Uranjanje Stapica s vatom u 70ul sterilne fizioloske otopine (0.9% NaCl)
Brzo mijeSanje na laboratorijskoj mjesalici zajedno s Sapi¢ima s vatom
Odbacivanje Stapica s vatom

Centrifugiranje 8 minuta na maksimalnoj brzini

Uklanjanje supernatanta ostavljajuéi stanice na dnu

Resuspenzija na 30ul luZnate otopine (25 mM NaOH i1 0.2 mM EDTA)
Inkubacija 20 min na 65°C

MijeSanje na laboratorijskoj mjeSalici i inkubacija 8 min na 98°C (2x)

A S A R o

[
e

Hladenje 2 min na ledu

—
—

. Dodavanje 30 pl neutralizirajuce otopine (40 mM Tris—Cl, pH 5.0)

[
N

. Koristenje 1-2 pl uzorka za PCR

Za uzorke, koji bi posluzili kao reprezentativni uzorci pacijentove DNA, s
podrucja koje nije zahvaceno lokalnim patoloskim procesom, izabrali smo uzorak
brisa bukalne sluznice. Medutim, kako on moze biti pod utjecajem inhalacijskih
karcinogena (kao $to je cigaretni dim), uzorak brisa sluznice vjede posluzio nam je
kao dodatni izvor za izolaciju DNA.

Nas protokol zasniva se na sakupljanju stanica u fiziolo$koj otopini $to je bolje
nego u sterilnoj vodi'”’ jer potie da se epitelne stanice ostete i raspadnu u
hipotoni¢noj otopini te da DNA izade iz stanice. Slijedi jednostavna liza stanica
luzinom na dvije temperature. Kako naSom metodom uspijevamo sakupiti dovoljno
stanica nije nam potrebna posebna oprema ili dodatno uzimanje uzorka tkiva koje
moze dovesti do njegova osteénja'>*. Kako bi se §to veéi broj stanica raspao u veéem
uzorku bronhalnog aspirata povecali smo koli¢inu luzine na 7 pl, u odnosu na
briseve ili metodu koriStenu na misjim uzorcima gdje se resuspenzija vrsi na 30ul
luznate otopine'’”. Na§i humani uzorci aspirata bronha bili su veéi, a

centrifugiranjem nismo bili u moguénosti potpuno ukloniti fizioloSku otopinu koja
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bi tako razrijedila ionako preslabu otopinu luzine. Zato smo povecali koli¢inu
otopine luZine za suspenziju, za uzorke aspirata bronha, na 75ul. Inkubacija u dva
koraka pokazala se presudna u ovoj proceduri jer je postigla bolji rezultat nego
grijanje na jednoj ili na dvije razligite temperature'**. Odbacili smo grijanje na 65°C,
kakvo je koriteno na misjim uzorcima'*?, jer nije rezultiralo razaranjem stanica niti
kvalitetnom DNA. Produzili smo grijanje na temperaturi od 98°C sa 8 minuta na 10
minuta ¢ime je vjerojatno postignuta koagulacija viSe proteina i dodatno pucanje
stanicne membrane. Za vrijeme drugog grijanja na temperaturi od 98°C
kombiniranog s hladenjem na ledu i mijeSanjem na laboratorijskoj mjesSalici
(vorteksiranjem), zavrSava prekid stanicnih membrana 1 koagulacija mogucih
inhibitornih molekula bez smanjivanja konacne koli¢ine izolirane DNA.
Pretpostavljamo da enzimi, zbog djelovanja temperature, budu inaktivirani prije
kompletne lize stanica Sto ih takoder sprjecava da oStete otpustenu DNA. Tako
dobivamo ocuvanu DNA, koja je izaSla iz stanice i1 postala prikladna za daljnju
analizu. Dobivene uzorke DNA ostavljali smo u malim Eppendorf epruvetama, koje
su se koristile u PCR masini, jer je iskustvo pokazalo da se sprjeCava moguce
zagadenje uzoraka. Svako prebacivanje u nove epruvete nosi sa sobom rizik od
zagadenja, pogotovo s DNA iz drugih uzoraka, koja moze potom biti otkrivena vrlo
osjetljivim PCR-om, a uzorak krivo dijagnosticiran. Izolirana DNA je stabilnija i
trajna 1 moZe stajati pohranjena na temperaturi od 4°C dulje vrijeme, tako da je bila
uspjeSno koriStena 1 dvije godine nakon izolacije. U slucaju da uzorak ishlapi,

dodavanjem nove sterilne vode, DNA postaje opet dostupna za koristenje.
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Tablica 7. Nasa metoda izolacije DNA iz aspirata bronha, te briseva sluznice obraza i vjede

Brisevi sluznice obraza i vjede

Aspirati bronha

Uzimanje briseva sluznice obraza

1 vjede s Stapi¢em s vatom
Uranjanje Stapca a vatom u 2 ml sterilne
fizioloske otopine (0,9% NaCl) u

sterilnu epruvetu

Mijesanje na laboratorijskoj mjesalici

zajedno s Stapi¢ima s vatom

Uklanjanje Stapica s vatom

Centrifugiranje 8 min na maksimalnoj

brzini

Uklanjanje tekucine ostavljajuci stanice

na dnu

Resuspenzija u 30 pl luznate otopine
(25 mM NaOH i 0,2 mM EDTA)

Sakupljanje tekuc¢ine sa endobronhalne

lezije s pomocu aspiracije
Resuspenzija u 5 ml sterilne fizioloske
otopine (0,9% NaCl) u 50 ml sterilnoj

epruveti

Centrifugiranje na 1500 okretaja/min

3 min

Uklanjanje tekucine ostavljajuci stanice

na dnu

Priprema konvencionalnih citoloskih

preparata s inokuliraju¢om petljom
Cuvanje peleta stanica za DNA izolaciju

Resuspenzija u 75 pl luznate otopine
(25 mM NaOH i 0,2 mM EDTA)

Inkubacija 10 min na 98°C

Mijesanje na laboratorijskoj mjesalici

Inkubacija 10 min na 98°C

Hladenje 2 min na ledu

Dodavanje 30 pl neutralizirajuce otopine

(40 mM Tris-Cl, pH 5,0)

Dodavanje 75 ul neutralizirajuce otopine

(40 mM Tris-Cl, pH 5,0)

1-2 pl uzorka koristeno za PCR
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Kako bismo dokazali da je dobivena DNA prikladna za sigurnu i pouzdanu
genotipizaciju pomo¢u PCR-a iz sva tri uzorka (aspirata bronha, brisa bukalne i
vjedne sluznice) izoliranu DNA iskoristili smo za odredivanje genetskog spola
pacijenata. Odredivanje spola baziralo se na odredivanju prisustva amelogenin gena
na X 1Y kromosomu (AMELX i AMELY). AMELY sadrzi malu deleciju na prvom
intronu $to se koristi za razlikovanje sekvence X i Y kromosoma'>’.

U prvih 63 ispitanika kojima je odredivan genetski spol iz sva tri uzorka PCR
amplifikacija bila je uspjesna u svih 188 uzoraka osim jednog uzorka aspirata bronha
gdje se nije dobio produkt lancane reakcije polimeraze. UspjeSnom amplifikacijom
utvrdili smo 45 musSkaraca 1 18 Zena i rezultat se u potpunosti poklapao sa spolom

pacijenata u svim uzorcima (slika 1).

(4))
(o))
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218 bp 2

Slika 1. Gel elektroforeza PCR produkata dobivenih genotipizacijom uzoraka Zena
(linije 1-3) 1 muskaraca (linije 4-6). Linije 1 i 4 dobivene su iz brisa sluznice obraza,
2 i 5 iz uzoraka brisa vjedne sluznice i 3 i 6 iz uzoraka aspirata bronha; 330 bp
fragment je specifican za X kromosom a 218 bp fragment za Y kromosom. Linija 7

je kontrolna, bez DNA i linija 8 sadrzi 100 bp DNA kao marker veli¢ine (SM).
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Izraunali smo kvantitativne pokazatelje dijagnosticke toc€nosti ispitivane
metode: dijagnosticku osjetljivost 1 specificnost, pozitivnu 1 negativnu prediktivnu

vrijednost te dijagnosticku ucinkovitost (to¢nost) (tablica 8.)

Tablica 8. Kvantitativni pokazatelji dijagnosti¢ke toc¢nosti nase metode izolacije

DNA

KVANTITATIVNI POKAZATELJI o
DIJAGNOSTICKE TOCNOSTI 0
Dijagnosticka osjetljivost 99,25
Dijagnosticka specifi¢nost 100
Pozitivna prediktivna vrijednost 100
Negativna prediktivna vrijednost 98,18
Dijagnostic¢ka ucinkovitost (to€nost) 99,47

4.2. Rezultati uspostave metode dokazivanja tri tipa HPV-a metodom PCR-a u

datim uzorcima; usporedba nalaza HPV-a u tri razlicita uzorka istog pacijenta

Tri uzorka svakog pacijenta s karcinomom plu¢a, dobivena novom metodom
izolacije DNA, podvrgli smo dokazivanju tri visokorizi¢nih tipova humanog
papiloma virusa tipa 16, 18 i 33 PCR metodom.

Od 84 testirana pacijenta na prisustvo humanog papiloma virusa samo je tri
pacijenta bilo pozitivno metodom lancane reakcije polimeraze. Jedan pacijent bio je
HPV tip 16 pozitivan u uzorku aspirata bronha, dok su njegovi uzorci brisa bukalne i
vjedne sluznice bili negativni. Jedna pacijentica bila je HPV tip 18 pozitivna u
uzorcima aspirata bronha i brisa bukalne sluznice, dok je uzorak brisa vjedne
sluznice bio negativan. Jedan pacijent bio je HPV tip 33 pozitivan kako u uzorku
aspirata bronha tako i u uzorku brisa bukalne sluznice, dok mu je uzorak vjedne
sluznice bio negativan. Svi ostali pacijenti bili su negativni u sva tri uzorka-u uzorku

aspirata bronha, brisa bukalne 1 vjedne sluznice (slika 2).
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odredivanje

spola
/B E A B E A B E A\
/ bolesnik1 / bolesnik2 |\ bolesnik3 \
,/é E A/ B E A \B E A\

200 bp

HPV 100 bp

SM  + + C+ SM + C+ + + C+ SM

HPV 18 HPV 16 HPV 33

Slika 2. Gel elektroforeza PCR produkata odredivanja spola (gornji gel) i detekcije
HPV-a (donji gel) dobivenih iz uzoraka izoliranih od pacijenta 1-3. Pacijent 1 je
zena HPV tip 18 pozitivna, a pacijenti 2 i 3 su muskarci pozitivni na HPV 16 i HPV
33 (+ oznacava HPV pozitivne uzorke, C+ pozitivne kontrole dobivene iz uzoraka
cerviksa nepovezanih pacijenata). Uzorci su uzeti iz bukalne (B) i vjedne (E)
sluznice 1 aspirata bronha (A). SM-100 bp DNA kao marker veli¢ine; no DNA -

negativna kontrola bez DNA.

4.3. Rezultati citomorfoloSke analize bronhoskopskih uzoraka aspirata bronha i

usporedbe citomorfoloske dijagnoze s nalazom HPV-a

Od 84 testiranih pacijenata samo je tri bilo HPV pozitivno metodom lancane
reakcije polimerazom. Uzorak pozitivan na HPV 16 je uzorak 69-godi$njeg
muskarca, pusaca (100 kutija/godina) sa mijeSanim karcinomom ne-malih i malih
stanica. Uzorak pozitivan na HPV tip 18 pripada 71-godis$njoj pacijentici, pusacici
(35 kutija/godina) sa adenokarcinomom. Uzorak pozitivan na HPV tip33 pripada

72-godisnjem pacijentu, pusacu (125 kutija/godina) s karcinomom ne-malih stanica.
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Slika 3. Stanice mijeSanog tipa karcinoma (malih i ne-malih stanica)
pacijenta pozitivnog na tip 16 HPV-a (May-Griinwald-Giemsa bojenje,
x 400)

Slika 4. Stanice adenokarcinoma pacijentice pozitivne na tip 18 HPV-a
(May-Griinwald-Giemsa bojenje, x 400)
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Slika 5. Stanice karcinoma ne-malih stanica pacijenta pozitivnog na tip 33
HPV-a (May-Griinwald-Giemsa, x 400)
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S. RASPRAVA

Postoji stalna 1 sve izraZenija potreba da dijagnosticke rezultate na
patohistoloskim i citoloskim uzorcima usporedujemo i nadogradujemo spoznajama o
molekularnim markerima na stanicama karcinoma. U citologiji, DNA za takve
analize u dijagnosti¢ke svrhe moguce je dobiti iz razli€itih izvora, izmedu kojih su 1
arhivski citoloski uzorci.””"**"*?. Stoga se traZi jednostavna i primjenjljiva metoda
izolacije DNA koja bi se mogla koristiti rutinski, na veem broju pacijenata,
usporedno uz prikupljanje citoloskih uzoraka pa tako ne bi zahtjevala dodatne
dijagnosticke procedure za pacijente. Na§ primarni interes bio je analizirati pluéne
citoloSke uzorke uzete prilikom bronhoskopskog pregleda. U tu smo svrhu formirali
1 testirali jednostavan protokol za izolaciju DNA jer su geneticke analize razli¢itih
markera potencijalno korisne u otkrivanju preneoplasticnih promjena ili promjena u

. . r . 140,141
ranom otkrivanju pluénog karcinoma'*"

1 mogle bi se uspjesno nadograditi na
citologku analizu stanica'*. Pri tom je od klju¢nog znadenja jednostavan na&in
dobivanje genomske DNA za uspjeSnu PCR amplifikaciju. Rutinski koristete
metode DNA izolacije ukljucuju uporabu komercijalnih kitova ili sloZzene procedure
lize stanica proteinazom K koju slijedi izopropanol i/ili fenol/kloroform ekstrakcija
kao dodatni korak u procis¢avanju DNA. Ova potonja metoda danas se sve vise
napusta jer koristi kancerogene tvari, dugo traje i zahtijeva uporabu veée koli¢ine
pribora i kemikalija®. Naga metoda, za razliku od veéine prijasnjih citopatologkih
studija koje su radene na izolaciji DNA sakupljenih i fiksiranih uzoraka tkiva
veéinom uklopljenih u parafin'®, koristi svjeZe uzorke. Prednost koristenja svjezih
uzoraka lezi u vecoj jednostavnosti 1 efikasnosti izolacije DNA. Neke studije
analizirale su utjecaj razlicitih fiksativa na ekstrakciju DNA 1 kvalitetu genomske
DNA”. DNA tijekom postupka izolacije degradira, tj. razbija se u manje fragmente.
Tome pridonosi najviSe mijeSanje na laboratorijskoj mjeSalici (vorteksiranje),
opetovana centrifugiranja i pipetiranja kroz uske nastavke. Medutim, takvim se

postupcima dobivaju fragmenti dovoljno veliki (100-200kb) za zadovoljavajuce
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izvodenje PCR-a i daljnjih analiza. Umnozavanje gena ili dijela gena reakcijom
PCR-a na DNA izoliranoj iz parafinskih kocki manje je uspjesno od umnozavanja
DNA izolirane iz svjezeg tkiva. Pohranjivanje DNA iz parafina na dulje vrijeme
prije provodenja metode amplifikacije dodatno smanjuje uspjesnost. Pohranjivanje
ili smrzavanje/odmrzavanje vjerojatno potice raspadanje DNA. Reakcija PCR-a na
ovako izoliranoj DNA ukljucuje povecani broj amplifikacijskih ciklusa i produljenje
koraka komplementarnog sparivanja pocetnica, te produljenje koraka polimerizacije.
Koristili smo svjez materijal, ali se metoda pokazala uspjesnom i za materijale stare
2 dana Sto nam je omogucdilo njihovo sakupljanje kroz dva dana te zajednicko
procesuiranje drugog dana popodne. Pokazalo se da su citoloski uzorci dovoljno
bogati epitelnim stanicama, dok je ve¢ u poc¢etnom uzorku udio medustanicne tvari,
koja je najées¢i inhibitor u metodi lan¢ane reakcije polimeraze, malen®.

Dodatni cilj naSe metode bio je sakupljanje kontrolne, reprezentativne
pacijentove  DNA iz nekog drugog podru¢ja koje nije zahvaceno lokalnim
patoloskim procesom. Zato su simultano, uz bronhoskopski pregled i uzimanje
uzoraka aspirata bronha, jednostavnom metodom uzeti i brisevi bukalne sluznice s
minimalnim optere¢ivanjem pacijenata dodatnim postupkom. Kako bukalna sluznica
moze biti izloZzena, kao i pluca, inhalatornim kancerogenima, bris sluznice vjede uzet
je kao dodatni izvor kontrolne DNA. Reprezentativnost uzoraka bukalne sluznice
potvrdena je nedavnim studijama koje su je usporedivale s uzorcima krvi'**'* §to
dovodi do zakljucka da bi predlozZeni protokol mogao naéi svoju primjenu kako u
analizi citopatoloskih uzoraka tako 1 u epidemioloskim istrazivanjima.

Liza luzinom je jednostavna metoda izolacije DNA koja je vec testirana na

. . . oy 132,136,137
brisevima bukalne sluznice miseva "=~

i ljudi. Ona se temelji na raspadu
staniéne membrane i termickoj denaturaciji S§to omogucuje neoSte¢enoj DNA
omogucuje da napusti stanicu i da se uspjeSno koristi za daljnje analize. Ta je
metoda uzeta kao polazna tocka za adaptaciju koriStenja u citologiji. Na§ dodatni cilj
istrazivanja bio je provjera kvalitete izolirane DNA odredivanjem spolnih

kromosoma pacijenata metodom lancane reakcije polimeraze. IzraCunom

kvantitativnih pokazatelja dijagnosticke toCnosti ispitivane metode u odredivanju
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spolnih kromosoma ispitanika dobili smo visoke vrijednosti dijagnosticke
osjetljivosti 1 specificnosti, pozitivne i negativne prediktivne vrijednosti, te
dijagnosticke ucinkovitosti (to¢nosti).

Izolate DNA upotrijebili smo i u provjeri prevalencije visokorizi¢nih tipova
humanog papiloma virusa tipa 16, 18 1 33 u bolesnika s citoloski dijagnosticiranim
karcinomom pluéa iz uzoraka aspirata bronha. Od nasih 139 obradena pacijenta u 84
dijagnosticiran je karcinom pluéa iz citoloskih uzoraka aspirata bronha. Nasi
rezultati pokazuju vrlo nisku incidenciju visoko rizi¢nih tipova HPV-a u pacijenata s
karcinomom plu¢a. U najnovijoj studiji o incidenciji HPV-a u patohistoloSkim
uzorcima karcinoma pluc¢a radenoj na 4508 uzoraka u cijelom svijetu izneseni su
vrlo razligiti i kontradiktorni rezultati u rasponu od 0-79%". Sve dosada$nje studije
radene su na patohistoloskim uzorcima karcinoma. Ovo je prva studija radena na
citoloskim bronhoskopskim uzorcima i na hrvatskoj populaciji pacijenata s novom
jednostavnom metodom izolacije DNA radenom na svjezim uzorcima koja
omoguéuje dobivanje DNA, spremne za PCR analizu u manje od sat vremena®.

Velike varijacije u studijama o incidenciji HPV-a u karcinomima pluca
pokusavaju se objasniti koriStenjem razli¢itih vrsta uzoraka (smrznuti, formalin
fiksirani ili parafinski uklopljeni), izborom razli¢itih metoda dokazivanja DNA
humanog papiloma virusa (in situ hibridizacija-ISH, lanc¢ana reakcija polimeraze-
PCR, imunohistokemija, Hybrid capture II assay, DNA hibridizacija, Southern
Blott) , izborom pocetnica te konacno i geografskim i okolisnim ¢imbenicima kao
Sto su obrazovanje, ekonomski i vremenski uvjeti koji bi mogli utjecati na dobivene
rezultate. Jedna je studija pokazala da Kinezi koji zive u razli¢itim geografskim
podru¢jima pokazuju razli¢itu prevalenciju HPV infekcije'*®. U veéini europskih
zemalja (Njemacka 0%, Francuska 2,7%, Turska 5%, Grcka 0%), u Americi (5,9%) i
Indiji (5%) prevalencija visoko rizi¢nih tipova HPV-a u karcinomima pluca je

niska'?’

Druga studija u Gr¢koj pokazuje potpuno suprotan rezultat od 70% HPV
pozitivnih karcinoma plué¢a'®®. Daljnje studije pokazuju veée prisustvo HPV
infekcije: u sjevernoj Europi i Cileu (29%) stopa HPV infekcije je visa: u Finskoj u

41,7% adenokarcinoma i 28,6% karcinoma plocastih stanica, a u Norveskoj u 49%
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karcinoma pluc¢a. Najvisa prevalencija HPV infekcije pokazana je u Aziji. U
Okinawi, u Japanu HPV infekcija prisutna je u 79% karcinoma plocastih stanica i u
49% adenokarcinoma'®. U Kini je prevalencija HPV 16 26%, a HPV-a 18 23,3% u
karcinomima pluéa ne-malih stanica'*.

Sto se ti¢e primjenjenih metoda detekcije HPV-a in situ DNA hibridizacija je
metoda koja ima prednost lokalizacije stanica unutar tumora na kojima se utvrduje
prisutnost HPV-a ali je njena senzitivnost slabija. Hirayasu i suradnici® svojom
studijom iz 1996. godine pokazuju razliite rezultate za metodu PCR-a i metodu in
situ hibridizacije. Za PCR dobivena je stopa incidencije HPV-a od 79% , a za
hibridizaciju 53%. Opcenito, potrebna je validacija metoda za dokazivanje HPV-a
od strane veéeg broja laboratorija i reanaliza uzoraka kako bi se objasnila razli¢itost
dobivenih rezultata. Vec¢ina studija koristila se PCR metodom, uglavnom koristeci
pocetnice za amplifikaciju DNA HPV-a regije L1, E6 i/ili E7 1 E1. Izbor pocetnica
je veoma vazan jer ako one ne sadrze prave HPV probe, DNA humanog papiloma
virusa se ne moZe ustanoviti u uzorku premda moze biti prisutna'*’. Neki su koristili
dva seta pocetnica, neki tzv. ,nested PCR* ili PCR sa specifi¢cnim tipom pocetnica
kako bi poboljsali stupanj detekcije HPV-a. Takoder je koriSten Southern blott ili dot
blot nakon PCR-a. Sve ove metode imaju svoja ogranienja, a osjetljivost se
smanjuje ako se pokusavaju prepoznati veéi fragmenati DNA"'.

DNA HPV-a ustanovljena je u histoloSkim uzorcima svih najces¢ih histoloskih
tipova karcinoma plua S§to i ne treba cuditi jer se ovaj virus povezuje i s
adenokarcinomom cerviksa'>* ali i s neuroendokrinim karcinomom malih stanica
cerviksa koji se morfoloski ne moze razlikovati od karcinoma malih stanica pluéa'™.

Nasi uzorci sadrZze normalne stanice i stanice karcinoma tako da nije moguce
razlikovati da li je HPV iskljucivo prisutan u stanicama tumora, ali taj je problem

. . .. . . . 146
prisutan i u studijama koje su radene na uzorcima tkiva

. HPV je opc¢e prisutan i
inficira visok postotak ljudi, te je HPV infekcija bila dokazana i u normalnim
plu¢éima sa prisustvom DNA HPV-a u pneumocitim 1 alveolarnim

makrofagima'*”"**!*>_ Ipak, na ulogu HPV-a u karcinogenezi ukazuju molekularni

pokusi u kojima je ekspresija HPV 16/18 E6 onkoproteina u stanicama karcinoma
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pluca povezana s inaktivacijom p53 °°. Takoder, potvrdeno je da ovakva genetska

. . . .. . . . 146
preinaka u in vitro uvjetima uzrokuje besmrtnost bronhalnih stanica

. Kinjo i
suradnici tvrde da HPV etioloSki nije ukljuen u razvoj karcinoma pluca iako
uzrokuje ploGastu metaplaziju u adenokarcinomima'*®. Drugo obja$njenje za mali
broj virusa moze biti tek privremeno prisutan prema teoriji zvanoj ,,udari i bjezi*
(engl. ,hit and run“) koja tumaci da se DNA virusa moze izgubiti nakon
transformacije, kao $to je pokazano u studijama radenim na govedem modelu i kako
je sugerirano u HPV 18 onkogenezi'*°. Vise je studija pokazalo da infekcija HPV-
om ne predstavlja puku kolonizaciju epitelnih stanica pluéa ve¢ virus svojom
integracijom u genom stanice domacina moze potaknuti razvoj karcinoma. Ostaje
pitanje da li se infekcija HPV-om dogodi prije ili nakon razvoja tumora, odnosno da
li se HPV integrira u normalnu stanica iz koje se kasnije razvija karcinom ili se ta
integracija dogodi kasnije u stanice ve¢ razvijenog karcinoma. Potrebna su daljnja
istrazivanja koja bi potvrdom integracije virusa u stanicama primarnog tumora i
stanicama njegovih metastaza dokazala da je ta infekcija uslijedila prije razvoja
karcinoma®. Dva od tri pacijenta, &iji su uzorci aspirata bronha sadrzavali DNA
HPV-a, bili su takoder pozitivni na iste tipove virusa i u brisevima bukalne sluznice.
Poznato je da se HPV prenosi direktnim kontaktom preko sluznica’. Kako u
pluéima to nije moguce, razmislja se o prijenosu zrakom ili krvlju. Cini se da bi
glukozaminglikani i posebno heparin sulfati mogli biti primarni receptori HPV-a u
krvi®®!'* Danas se malo zna o oralnoj infekciji HPV-om u opéoj populaciji. U
nekim studijama koje su radene na opc¢oj populaciji kao kontrolnoj skupini za
karcinome oralne $upljine, prevalencija HPV-a iznosila je od 5-9,2%'*. Studija o
prevalenciji HPV-a u karcinomima glave i vrata radena na 201 karcinoma i 333
kontrolnih ispitanika utvrdila je prisutnost visoko rizi¢nih tipova HPV-a u 22%
karcinoma 1 10,8% ispitanika kontrolne skupine. Isti autori tvrde kako infekcija
visoko rizicnim tipovima HPV-a odljuStenih stanica dobivenih ispirkom usne
Supljine predstavlja rizicni faktor za razvoj karcinoma glave i vrata neovisan o
konzumaciji alkohola i puSenju cigareta, te kao takva moze posluziti kao biomarker

za tu vrstu karcinoma'®’. Prisutnost HPV-a tipa 16 dokazana je u 6,3% tkiva tonzila
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s prisutnim tonzilitisom 1/ili hipertrofijom tonzila i u 0,6% ispitanika kontrolne
skupine iste studije u Helsinkiju'®" Smith i suradnici u studiji radenoj na 193
karcinoma oralne Supljine i orofarinksa utvrduju prisutnost visoko rizi¢nih tipova
HPV-a u 20% karcinoma, te znacajno visi postotak visoko rizi¢nih tipova HPV-a u
ispirku usne Supljine pacijenata s HPV pozitivnim karcinomom. Takoder u istoj
studiji, DNA HPV-a tipa 16 ustanovljen je iskljuc¢ivo u stanicama karcinoma ali ne i
u okolnom tkivu. Pri tom autori studije navode kako, premda su isti tipovi HPV-a
utvdeni u tkivu tumora i u ispirku usne Supljine, nije jasno da li genom visoko
rizi¢nih tipova HPV-a detektiran u eksfoliranim stanicama dolazi iz skrivenih stanica
karcinoma u usnoj Supljini ili se virus oslobada iz susjednih stanica sluznice koje
mogu biti permanentno inficirane istim tipom virusa koji je prisutan u karcinomu'®,
HPYV je smatran spolno prenosivom bolescu, ali to je stajaliSte postalo upitnim
¢estim nalazom HPV-a u djece. Studija Smitha i suradnika objavljena 2007. godine
o prevalenciji HPV-a u djece starosti od 2 tjedna do 20 godina ustanovila je najvisu
stopu prevalencije u najmladoj dobnoj skupini (do 1 godine Zivota) od 2,5% 1
najstarijoj dobnoj skupini (od 16. do 20. godine) od 3,3%'®. Prevalencija HPV-a u
djece u skupini od 3 i 5 godina u studiji radenoj 2003. godine u Japanu iznosila je
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45,2% za djecu od 3 godine 1 50% za djecu od 5 godina . Za razliku od genitalnog

165 HPV se takoder moze

trakta, priroda oralne infekcije HPV-om je slabo istrazena
prenijeti i nespolnim kontaktom ukljucuju¢i 1 uobicajeni fizicki kontakt i
perinatalnim vertikalnim prijenosom'®. Neki drugi autori tvrde da je oralna $upljina
znacajan rezervoar HPV infekcije koji ne mora biti potpuno neovisan o rezervoaru u
cerviksu'®’. Prevalencija HPV 16/18 dokazana je i u krvnoj cirkulaciji pacijenata s
karcinomom pluca gdje je bila znacajno visa nego u kontrolnoj grupi pacijenata. Jo$
uvijek je put ulaska i opstanka HPV-a u krvi enigma'®. Svi HPV pozitivni pacijenti
s karcinomom pluéa naSe studije su puSaci. Postavlja se pitanje koliki je stvarni udio
samog humanog papiloma virusa u kancerogenezi karcinoma pluca ili kakav je
eventualni zajedniCki utjecaj drugih c¢imbenika, kao Sto je puSenje cigareta ili
konzumacija alkohola, i HPV-a na razvoj karcinoma plu¢a. Smith i suradnici u

svojoj studiji o karcinomima glave i1 vrata utvrdili su statistiCki znaCajan
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sinergesticki efekt izmedu ustanovljenog visoko rizi¢nog tipa HPV-a u stanicama
karcinoma 1 povecane konzumacije alkohola, te aditivni efekt izmedu HPV-a i
puSenja cigareta'®. Svakako su potrebna daljnja istraZivanja o prisustvu visoko
rizi¢nih tipova humanog papiloma virusa u stanicama karcinoma plu¢a veceg broja
nepusaca kako bi se jasnije utvrdio efekt samog virusa u razvoju karcinoma pluca.
Stanice koriStene za izolaciju DNA odgovaraju stanicama koje su se
citomorfoloski analizirale, ali ovi uzorci predstavljaju mjesavinu stanica zahvacenih
1 nezahvacenih patoloskim procesom. U analizi stanica karcinoma pluéa ta
heterogenost uzorka ne bi trebala smetati u detekciji karcinom-specifi¢nih
molekularnih markera jer ¢ak i mali karcinomi se ljuSte 1 nihove stanice su stoga
dostupne i za citolosku analizu i za izolaciju DNA'®. Ako bi stanice karcinoma bile
morfoloski identificirane u citoloSkim uzorcima tada bi se i njihova DNA trebala
amplificirati PCR metodom. Ipak, postoje situacije kada takva heterogenost stanica
moze smetati u interpretaciji rezultata Sto je slucaj u analizi gubitka heterozigotnosti
(engl. loss of heterozygosity - LOH) gdje normalne stanice mogu zamaskirati
rezultate relevantne za karcinom.
Snazan razvoj radioloskih (slikovnih) tehnika i sve boljih bronhoskopskih metoda
omogucuju otkrivanje vrlo malih i1 ranih patoloskih procesa bronha i pluca koji
zahtjevaju adekvatnu morfolosku dijagnozu od strane citopatologa koji bivaju
pritisnuti zadatkom postavljanja definitivne dijagnoze na malom uzorku s mogu¢im
artefaktima nastalim procesuiranjem uzoraka. Stoga je jasan sve veli interes
otkrivanja molekularnih biomarkera karcinoma pluéa koji bi pripomogli
morfoloskim metodama u $to ranijem i to¢nijem definiranju tih patoloskih procesa. S
druge strane, provedba ciljane terapije karcinoma ne-malih stanica pluc¢a sve je
prisutnija uz kirurgiju i konvencionalnu kemoterapiju, za koju je neophodna to¢na
dijagnoza histologkog tipa karcinoma'”® i identifikacija onih tumora koji ¢e reagirati
na takvu ciljanju terapiju lijekovima inhibitorima receptora tirozin kinaze
epidermalnog faktora rasta. Tako citopatolog, uz klini¢ku/molekularnu korelaciju
odraduje vaznu ulogu u odabiru pacijenata kandidata za ciljanu terapiju inhibitorima

tirozin kinaze'’'. Gen za receptor epidermalnog faktora rasta (EGFR) i v-Ki-ras 2
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(viral Kirsten rat sacoma 2 oncogene homolog, KRAS) su onkogeni, i na osnovi
brojnih studija, smatraju se prediktorima odgovora karcinoma ne-malih stanica
plu¢a na EGFR ciljanu terapiju'">. Terapijski odgovor na inhibitore tirozin kinaze
najbolji je u adenokarcinomoma sa somatskim mutacijama u eksonima 18-21 tirozin
kinaza domene epidermalnog faktora rasta'’’, dok mutacija KRAS onkogena
predstavlja negativan prognosticki faktor i lo§ odgovor na ciljanu terapiju. Testiranje
statusa gena za receptor epidermalnog faktora rasta i KRAS onkogena u
karcinomima plu¢a ukljuCuje razlicite metode, kao Sto su PCR metoda za
odredivanje mutacije njihove DNA, te metoda FISH-e 1 imunohisto/citokemije za
uvid u ekspresiju tih onkogena. Standardizacija metoda 1 kriteriji za njihovu
interpretaciju jo$ nisu dogovoreni, kao ni tip uzorka koji bi bio najoptimalniji za
analizu — kirurski ili citoloski, te da li koristiti uzorak primarnog tumorskog procesa
i/ili njegove metastaze' ">, Rutinski citoloski uzorci uzeti prilikom bronhoskopskog

104,105,173

pregleda kao §to je aspirat bronha , i bronhoalveolarni lavat™ te pleuralni

izljev ili citoloSki punktat tankom iglomm’175

pokazali su se kao adekvatni, sa
dovoljnim brojem stanica za DNA sekvencioniranje EGFR 1 KRAS onkogena.
Unato¢ znacajnom razvoju ciljane terapije u uznapredovalim karcinomima ne-malih
stanica pluca, jo§ uvijek nije postignut napredak u prezivljavanju tih pacijenata.
Razlozi za to mogu biti razvoj primarne i sekundarne rezistencije na terapiju, odabir
bioloskih metoda koje se koriste u selektiranju pacijenata za ciljanu terapiju te u
¢injenici da molekularni status onkogena epidermalnog faktora rasta mozda nije
najvazniji prognosticki Cimbenik u odabiru pacijenata za ciljanu terapiju
inhibitorima tirozin kinaze'””. Razumijevanje medusobnog djelovanja inhibitora
receptora epidermalnog faktora rasta i drugih molekula bit ¢e presudno u razvoju
uc¢inkovitijih terapijskih postupaka i predstavlja novo polje istrazivanja i izazov u

buduénosti u kojem nasa metoda izolacije moze naci svoje mjesto.
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6. ZAKLJUCAK

U ovoj je studiji prezentirana inovativna primjena metode izolacije DNA u
svrhu njenog koristenja za dijagnosticke postupke lan¢anom reakcijom polimeraze iz
rutinskih citoloskih uzoraka aspirata bronha te briseva bukalne i vjedne sluznice.
Njezine glavne prednosti u odnosu na druge metode izolacije su neinvazivni pristup,
jednostavnost i kratkoca trajanja same procedure, upotreba jednostavnih kemikalija i
visok postotak uspjesnosti daljnjeg postupka lancane reakcije polimeraze.

Nasi rezultati na 84 pacijenata s karcinomom pluca ukazuju da je samo kod tri
pacijenta u uzorku aspirata bronha ustanovljen humani papiloma virus. Takvi
rezultati sugeriraju da visoko rizi¢ni tipovi humanog papiloma virusa tipa 16, 18 1 33
najvjerojatnije nemaju znacajniju ulogu u nastanku karcinoma plu¢a u Hrvatskoj, Sto
odgovara rezultatima istraZivanja i u nekim drugim europskim zemljama. Sva ta tri
HPYV pozitivna pacijenta bili su pusaci, a u dvoje njih je isti tip HPV-a ustanovljen i
u brisu bukalne sluznice. Svakako su potrebna daljnja istrazivanja na vec¢em broju
pacijenata s karcinomom plu¢a kako bi se Sto tocnije odredila uloga humanog

papiloma virusa u nastanku karcinoma pluca.
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7. SAZETAK

Tek je mali broj radova objavljen o izolaciji DNA iz rutinskih citoloskih
uzoraka. Neupitan nedostatak vec¢ine metoda izolacije DNA je u sloZenosti postupka
koji ukljucuje obvezatno dodatno procis¢avanje DNA. U ovom radu uspostavljen je
inovativni jednostavni protokol za izolaciju humane DNA iz rutinskih citoloskih
uzoraka vezanih za karcinom pluc¢a kao §to je aspirat bronha, te iz briseava bukalne i
vjedne sluznice. Pokazali smo da je kombinacijom luznate i temperaturne lize
moguce izolirati DNA adekvatnu za metodu lancane reakcije polimeraze (PCR) u
manje od sat vremena. Testiranje metode amplifikacijom fragmenata spolnih
kromosoma pokazalo je da je metoda efikasna i pouzdana. Prezentirani protokol
omogucuje oCuvanje visoko kvalitetene DNA prikladne za dijagnosticke postupke
koji se osnivaju na lanc¢anoj reakciji polimerazom.

Osim dobro poznate uloge u razvoju karcinoma cerviksa, postoje naznake da bi
HPV mogao imati ulogu i u kancerogenezi karcinoma pluca. U rutinskim citoloSkim
uzorcima aspirata bronha 84 pacijenata s karcinomom pluca izolirana je DNA te se
utvrdivala prisutnost visoko rizi¢nih tipova humanog papiloma virusa tipa 16, 18 i
33 metodom lan¢ane reakcije polimeraze. Rezultate smo usporedivali s onima iz
uzoraka briseva bukalne i vjedne sluznice istih pacijenata. Samo su tri pacijenta bila
HPV pozitivna u uzorcima aspirata bronha: jedan je bio HPV tip 16 pozitivan, jedan
HPV tip 18, a jedan HPV tip 33 pozitivan. Pacijenti pozitivni na tip 18 i 33 HPV-a
bili su pozitivni na iste tipove virusa i u uzorcima brisa bukalne sluznice. Svih 84
pacijenata bilo je HPV negativno u uzorcima briseva vjedne sluznice. Nasi rezultati
svjedoce o niskoj prevalenciji HPV-a u pacijenata s karcinomom pluca u Hrvatskoj,
Sto se podudara s rezultatima nekih drugih europskih zemalja i govori u prilog tome
da je vjerojatnije da HPV nema vecu ulogu u razvoju karcinoma pluca ove

zemljopisne regije.
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8. ABSTRACT

There are only a few systematic reports about DNA extraction from routine
diagnostic cytological specimens. An inevitable drawback of such techiniques is
obligatory DNA purification. In our study, a simple protocol is implemented for
human DNA isolation from cytological specimens related to lung cancer, like
bronchial aspirates and samples collected by swabbing of the inner cheek and eyelid.
By combining alkaline and temperature lyses it was possible to isolate DNA solution
ready for PCR in less than an hour. Testing the method used for amplification of sex
chromatin gene fragments showed that it is highly efficient and reliable. The
presented protocol preserves high-quality DNA that is suitable for diagnostic
procedures based on PCR methods. Besides its well-known role in cervical
carcinoma, HPV is also suggested to be involved in lung cancer development. We
have used routine bronchial aspirates from 84 patients with lung carcinoma for DNA
extraction and then performed polymerase chain reaction for high-risk HPV types
16, 18 and 33. The results were compared to those obtained from buccal and eyelid
mucosa. Only three patients were positive for HPV in bronchial aspirates: one for
HPV 16 type, one for HPV 18 type, and one for HPV 33. Patients HPV 18 and HPV
33 positive had also HPV positive sample of buccal mucosa. All 84 patients were
HPV negative in eyelid mucosa samples. Our data indicated the low prevalence of
HPV in patients with lung carcinomas in Croatia, similar to some other European
countries, therefore it seems unlikely that HPV contributes to the development of

lung carcinomas in this region.
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