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UvOD



1.1. EPIDEMIOLOGIJA I ETIOLOGIJA KARCINOMA PLUCA

U 2020. godini od karcinoma pluéa oboljelo je 2,2 milijuna ljudi (1). U svijetu je
karcinom pluca prvi uzrok smrti od malignih bolesti, a prosjecno petogodisSnje prezivljenje
iznosi 13 % (2). Prema predvidanjima Europske unije za 2023. godinu smrtnost od raka pluc¢a
u Europskoj uniji i Velikoj Britaniji zadrzat ¢e opadajuci trend ponajprije zahvaljujuci
duhanskoj kontroli, §to treba kontinuirano poticati (3). Prema tim podatcima trend smrtnosti za
muskarce povoljan je u svim dobnim skupinama, a i dalje nepovoljan za Zene starije od 65
godina. U Hrvatskoj je prema podatcima Registra za rak u 2020. godini ukupna incidencija raka
pluéa bila 76,2/100 000 i ukupni mortalitet 69,6/100 000 (4). Medutim, petogodisnje
prezivljenje novooboljelih u razdoblju od 2012. do 2016. u nasoj zupaniji vece je od hrvatskog
prosjeka, 15 % prema 10 % (5). Visoka stopa smrtnosti od karcinoma plu¢a u Hrvatskoj
potaknula je 2020. godine usvajanje Nacionalnog programa probira ranog otkrivanja raka pluca
niskodoznom kompjutoriziranom tomografijom (6). Probirom su obuhvacene osobe u dobi od
50 do 75 godina, koje su aktivni pusaci ili su prestali pusiti unutar 15 godina prije probira uz
pusacki staz od minimalno 30 godina (30 pack/year). lako je pandemija COVID-19 prve dvije
godine ometala implementaciju navedenog programa, dosadasnji rezultati ohrabruju jer je do
sijecnja 2023. probirom bilo obuhvadeno 13 000 osoba, a rak pluca otkriven je u njih 134, od
kojih je polovina nakon pravovremene operacije vjerojatno izlijecena (7).

Etiologija karcinoma plu¢a povezana je s aktivnim i pasivnim pusenjem, s onec¢is¢enjem
zraka 1 radnog okoliSa te s oSteenjem pluénog parenhima drugim agensima i bolestima u
kombinaciji s genetskim ¢imbenicima. Prema Globalnoj statistici raka za 2020. godinu u
Sjedinjenim Americkim Drzavama broj smrti povezan s rakom pluc¢a izmedu 1991. i1 2019.
godine pao je za 41 % zahvaljujuci protupuSackoj kampanji zapocetoj 1965. godine. S druge
strane, u Kini je od 1973. do 2016. godine zabiljeZen porast smrtnosti od raka pluca, koji je
posljednjih 20 godina uz rak jetre postao vodeci uzrok smrti od raka u urbanim i ruralnim
podruc¢jima te zemlje (8). Kao glavni uzrok raka plu¢a u Kini naveden je duhanski dim, pa bi
primarna strategija trebala biti kontrola pusenja duhana. Medutim, u promatranom razdoblju
godisnje je rasla incidencija adenokarcinoma u zena nepusaca i adenokarcinoma u oba spola,
pa se kao uzrok spominje onecis¢enje zraka (9). U Hrvatskoj se aktivno i pasivno pusenje

smatra najvaznijim uzrokom raka pluca, ali se protupusacka kampanja sustavno ne provodi.



1.2. KLINICKA SLIKA

Karcinom pluc¢a obi¢no se kasno otkriva jer pluéna popustljivost dopusta bezbolan rast
tumora u pluénom parenhimu (10). Bolesnici, njih 80 — 90 %, imaju simptome u vrijeme
inicijalne dijagnoze, a u 5 — 15 % slucajeva bolest se slucajno otkrije u sklopu kakve druge
pretrage. Prvi simptom bolesti obi¢no je dugotrajan kasalj. Konstitucijski su simptomi
mrsavljenje, povisena tjelesna temperatura, umor i slabost. Kod centralno smjestenih tumora
simptomi su dugotrajan kasSalj, hemoptiza, upala pluca ili zaduha. Zbog Sirenja tumora u prsistu
moze se javiti maligni pleuralni izljev, sindrom gornje Suplje vene, disfagija zbog kompresije
jednjaka, promuklost zbog infiltracije povratnog zivca, Hornerov sindrom ili Pancoastov
sindrom. Ekstratorakalne hematogene i limfogene metastaze najéesée su u jetri, nadbubreznoj
zlijezdi, srediSnjemu ziv€anom sustavu i kostima, a o€ituju se simptomima zahva¢enog organa.
Tako metastaza u nadbubreznu Zlijezdu moZe izazvati znakove sekundarne Adisonove bolesti,
a metastaza u kosti bolnost i hiperkalcemiju. Mozdane metastaze nadu se u 5 — 40 % slucajeva,
najcesce u bolesnika s karcinomom malih stanica. Mogu biti asimptomatske ili se prezentirati
glavoboljom 1 muéninom, vrtoglavicom, epileptickim napadajem ili drugim neuroloSkim i
psihickim poremecajima. Paraneoplasti¢ni sindromi mogu zahvatiti sve organske sustave, a
prezentiraju se u 10 % oboljelih. Nastaju zato §to tumorske stanice luce funkcionalne

peptide/hormone ili imunoloski sustav neodgovarajuce reagira na normalne stanice domacina.

1.3. DIJAGNOSTICKI POSTUPCI

Pri sumnji na rak plu¢a u inicijalnoj dijagnostickoj obradi bolesnika, osim temeljite
anamneze, klinickog pregleda i laboratorijskih nalaza, obvezne su slikovne metode i histoloska
analiza (11). U slikovne metode ubrajaju se rendgenska snimka plu¢a, MSCT prsista, trbuha i
zdjelice, a ovisno o stadiju bolesti 1 histoloSkom tipu slikovna se obrada nadopunjuje 1 s MR-
om ili MSCT-om mozga, PET-CT-om, endobronhalnim ultrazvukom i endoezofagealnim
ultrazvukom. Uzorak tkiva ili stanica za morfoloSku analizu naj¢esc¢e se dobiva bronhoskopski,
rjede transtorakalnom biopsijom vodenom MSCT-om ili kirurSkim putem (Slika 1.).
Transtorakalnu biopsiju izvode interventni radiolozi pod kontrolom CT-a. Nakon lokalne
aplikacije anestetika u odgovarajucu torakalnu regiju iglenom uvodnicom Sirine 17G pristupi

se tumorskom procesu i bioptira biopsijskim pistoljem Sirine 18G.



Slika 1. Uzorak tumorskog tkiva karcinoma plu¢a: A) bronhoskopska biopsija, B)
transtorakalna biopsija, C) kirurski preparat. Izvor: arhiva Klini¢kog zavoda za patologiju,

sudsku medicinu i citologiju.

Slikovnim pretragama opisuje se najveéi promjer primarnog tumora, moguca
prosirenost u druge dijelove plu¢a/druge organe i stanje medijastinalnih limfnih ¢vorova. Na
MSCT-u suspektnim se smatra limfni ¢vor ¢iji je kra¢i promjer veci od 1 cm, a za supkarinalnu
skupinu ako je veéi od 1,5 cm. Skupine regionalnih limfnih ¢vorova specifi¢ne za karcinom
pluéa podijeljene su u 14 razina koje su odredene anatomskim granicama (12). Sirenje
metastatskog tumora u regionalne intrapulmonalne i hilarne limfne ¢vorove (skupina N1),
medijastinalne (N2) ili supraklavikularne i kontralateralne hilarne limfne ¢vorove (skupina N3)
nije uvijek susljedno, nego moze preskakati (engl. skip) sljedecu skupinu, pa se tada zove skip
metastaza. U odredenom stadiju bolesti mogu postojati razlike u operabilnosti, ovisno o N
kategoriji 1 supklasifikaciji nodalne bolesti.

Nakon dijagnosticke obrade svakog bolesnika s dijagnosticiranim karcinomom pluca
treba prikazati na multidisciplinarnom timu za tumore pluca, koji donosi odluku o lijeCenju.
Lijecenje raka pluc¢a obi¢no je konzervativno, a u 30 % slucajeva operacijsko. Osim stadija
bolesti odredenoga prema klinickoj TNM klasifikaciji, operabilnost ovisi i o tipu karcinoma.
Naime, karcinom malih stanica (SCLC od engl. small cell lung cancer) u trenutku dijagnoze
obi¢no je diseminirana bolest te se u pravilu ne lijeci kirurski. Za bolesnika s karcinomom ne-
malih stanica (NSCLC od engl. non-small cell lung cancer) u ranom stadiju bolesti indicirano
je kirursko lijecenje. Ovisno o kona¢nom patohistoloSkom nalazu, indicira se adjuvantna
terapija. Kasni stadiji bolesti lijeCe se sistemskom terapijom. Bolesnici s rakom pluca Cesto

imaju komorbiditete, Sto dodatno smanjuje broj kandidata za operaciju.



1.4. PATOHISTOLOSKA KLASIFIKACIJA KARCINOMA PLUCA

Tradicionalna podjela na SCLC i NSCLC prakti¢na je i danas. Bolesnici sa SCLC-om
u trenutku inicijalne dijagnoze obi¢no imaju intratorakalno/udaljeno proSirenu neoperabilnu
bolest. Na NSCLC otpada 80 %, a na SCLC 20 % dijagnosticiranih karcinoma pluc¢a. Prema
tipovi NSCLC-a su adenokarcinom (ADC) i karcinom plocastih stanica (SSC) (13). U slucaju
slabo diferenciranih NSCLC-a, primjena specificnih imunohistokemijskih biljega kao Sto su
TTF-1, Napsin A, p40 1 CK5/6 pomaze odrediti histoloski tip (14).

Karcinomi pluc¢a imaju razli¢ite genske mutacije, od kojih su neke kljucne za rast i diobu

stanice (15). Na Slici 2. prikazane su vode¢e mutacije u karcinomu plu¢a nemalih stanica.

mNo| Nije utvrden (36%)
m KRAS (25%)
® EGFR (17%)
B ALK (8%)
¥ Mutation>1 gene (3%)
= HER2 (3%)
= BRAF (2%)
B PIK3CA (1%)
MET (1%)
= NRAS (1%)
= AKT (1%)
= MEK (<1%)

Histoloski tip

® FGFR1 amp.(22%)
m KRAS (6%)

W EGFR (5%)

= DDR?2 (4%)

= PIK3CA (4%)

W BRAF (2%)

Nije (60%)

utvrden

Slika 2. Vode¢e mutacije u adenokarcinomu i planocelularnom karcinomu plu¢a. ADC:
adenokarcinom; SCC planocelularni karcinom; NSCLC-NOS karcinom nemalih stanica -
drugacije nespecificiran. Izvor: Rolfo C i sur. Improvement in lung cancer outcomes with

targeted therapies: an update for family physicians. J Am Board Fam Med. 2015, 28:124-33.



Pri dijagnozi sve bolesnike s neskvamoznim rakom plu¢a nemalih stanica 1 mali dio bolesnika
sa skvamoznim karcinomom (nepusaci i/ili mladi bolesnici) treba testirati na postojanje genskih
alteracija za koje postoji u¢inkovita terapija: EGFR, ALK, ROS 1, MET, RET, BRAF, HER 2,
KRAS i NTRK. Takve tzv. driver mutacije nalaze se u oko 50 % bolesnika s adenokarcinomom

1 one imaju odli¢nu prediktivnu vrijednost jer otvaraju put personaliziranom lijecenju (16-18)

1.4.1. Adenokarcinom

Invazivni nemucinozni adenokarcinom nalazi se u 40 % dijagnosticiranih bolesnika s
rakom pluéa, a ¢ak u 70 % reseciranih karcinoma plucéa (15). Incidencija adenokarcinoma u
porastu je posljednjih nekoliko desetlje¢a. Imunohistokemijski, adenokarcinomi plu¢a u 85 %
sluc¢ajeva izrazavaju TTF-1 i/ili Napsin A.

Prema klasifikaciji SZO-a pet je podtipova ADC-a: lepidicki, acinarni, papilarni,
mikropapilarni i solidni (Slika 3.). Lepidicki podtip graden je od atipi¢nih pneumocita koji rastu
duz stijenke alveola i mogu imati invazivnu komponentu. Acinarni podtip karakteriziran je
nepravilnim zljezdanim formacijama u miofibroblasti¢noj stromi. Papilarni podtip graden je od
fibrovaskularnih resica oblozenih zlo¢udnim epitelom. Solidni podtip graden je od traaka
poligonalnih zlo¢udnih epitelnih stanica. Mikropapilarni podtip graden je od papilarnih
nakupina bez fibrovaskularne osnove koje plutaju u zracnim prostorima 1 invadiraju stromu. U
adenokarcinomu i drugim operiranim karcinomima plu¢a opisan je fenomen Sirenja kroz zracne
prostore (engl. spreading through air spaces — STAS) u obliku mikropapila, solidnih gnijezda
ili diskohezivnih pojedina¢nih tumorskih stanica. Rijetki tipovi su invazivni mucinozni
adenokarcinom, koloidni karcinom, fetalni karcinom 1 enteric¢ki karcinom.

Predominantni histoloski podtip u operiranom nemucinoznom adenokarcinomu
povezan je s prognozom pa tako lepidicki podtip ima najbolju, acinarni i papilarni osrednju, a
solidni 1 mikropapilarni podtip najgoru prognozu.

Prema TASLC preporuci iz 2020. godine kombinacija predominantnog podtipa u zbroju
s najgorim potipom (= 20 % solidnog, mikropapilarnog, kribriformnog ili sloZenoga
glandularnog izgleda s fuziranim Zlijezdama ili pojedina¢nim stanicama u dezmoplasti¢noj
stromi) ima prediktivni znacaj (16). U usporedbi s drugim modelima koji uzimaju u obzir
mitotsku aktivnost, nuklearni i citoloski gradus, STAS ili nekrozu, ova se shema pokazala
boljim prediktorom za resecirani adenokarcinom pluca. U dobro diferencirane adenokarcinome

spadaju predominantno lepidicki podtip s <20 % najgoreg podtipa. U umjereno diferencirane



spada predominantno acinarni ili papilarni podtip s <20 % podtipa najgoreg podtipa. U slabo

diferencirane spadaju adenokarcinomi s > 20 % najgoreg podtipa.

Slika 3. Podtipovi adenokarcinoma pluca su A) lepidicki, B) acinarni, C) solidni, D) papilarni
i E) mikropapilarni podtip (HE, 400 x). Izvor: arhiva Klinickog zavoda za patologiju, sudsku

medicinu i citologiju.



1.4.2. Planocelularni karcinom

Incidencija planocelularnog karcinoma posljednjih je desetlje¢a u padu, moguce zbog
promijenjenih puSackih navika. Tumor je obi¢no smjeSten centralno u velikim diSnim putevima
1 moze kavitirati. HistoloSki dobro diferencirane zlo¢udne plocaste epitelne stanice pokazuju

karakteristiéno oroznjavanje i medustani¢ne mosti¢e, a kad su slabo diferencirane, njihovo

podrijetlo potvrduje se imunohistokemijski jer izrazavaju p40 i/ili CK5/6 biljeg (Slika 4.).

Slika 4. Planocelularni karcinom pluéa, dobro diferenciran (HE, 200 x). Izvor: arhiva Klinickog

zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju.

Podtipovi SCC-a — keratiniziraju¢i, nekeratiniziraju¢i i bazaloidni, nemaju znacajnog
utjecaja na prognozu. Opce prezivljenje bolesnika s planocelularnim karcinomom ovisi o stanju
bolesnika i stadiju bolesti u vrijeme dijagnoze. SCC se razvija stupnjevitom transformacijom i
akumulacijom genetskih i epignetskih alteracija. Mutacije, amplifikacije i delecije zahvacaju
TP53, SOX2, PIK3CA, PTEN, RB1, CDKN2A, FGFRI i mnoge druge gene, za koje zasada

nema ciljane terapije (17).
1.4.3. Karcinom velikih stanica
Karcinom velikih stanica ne pokazuje histolosku ni imunohistokemijsku diferencijaciju

adenokarcinoma, planocelularnog karcinoma ili neuroendokrinog karcinoma (“null” ili

“nejasni” fenotip) (18). To su veliki, nekroti¢ni, periferno smjeSteni tumori gradeni od



nediferencirnih epitelnih stanica uz koje se nalaze orijaske i vretenaste stanice ili pleomorfni
karcinom (Slika 5.). Dijagnoza se postavlja samo na operativnom uzorku. Genomskom
analizom mogu se na¢i mutacije kao u adenokarcinomu i izrazaj gena vezanih uz epitelno-

mezenhimalnu pretvorbu.

Slika 5. Karcinom velikih stanica (HE, 200 x). Izvor: arhiva Klini¢kog zavoda za patologiju,

sudsku medicinu i citologiju.

1.4.4. Neuroendokrini karcinom malih stanica i velikih stanica

Karcinom malih stanica (SCLC) jest neuroendokrini tumor pluca visokog stupnja
malignosti (19). Vecina oboljelih su pusaci i u 60 % slucajeva imaju udaljene metastaze u
trenutku dijagnoze. Tumor je najcesce lokaliziran centralno i izravno zahvaca hilarne limfne
¢vorove. Histoloski je graden od nakupina zbijenih atipi¢nih epitelnih stanica (veli¢ine tri mala
limfocita) s oskudnom citoplazmom i hiperkromatskom jezgrom fino granuliranog kromatina
bez jezgrice (Slika 6.). Nalazi se > 10 mitoza na 10 vidnih polja velikog povecanja (VPVP) i
obilna nekroza. Vecina SCLC-a izraZzava neuroendokrine biljege p56, kromogranin ili
sinaptofizin, a proliferacijski indeks Ki-67 je visok, 65 — 100 %. Kombinirani SCLC ima
dodatnu komponentu NSCLC-a, neuroendokrinog karcinoma velikih stanica ili karcinoma
vretenastih stanica. Genetskom analizom potvrduje se bialelni gubitak funkcije TP53 i RB, uz

alteracije mnogih drugih gena.



Slika 6. Karcinom malih stanica (HE, 200 x). Izvor: arhiva Klinickog zavoda za patologiju,

sudsku medicinu i citologiju.

Neuroendokrini karcinom velikih stanica obi¢no je periferno lokaliziran i klini¢ki vrlo
agresivan tumor. Histoloski je graden od nakupina vecih atipi¢nih epitelnih stanica s jezgricom,

ima zariSta nekroze i visoku mitotsku aktivnost (> 10 mitoza na 10 VPVP-a) (Slika 7.) (20).

e “c

Slika 7. Neuroendokrini karcinom velikih stanica (HE, 200 x). Izvor: arhiva Klini¢kog zavoda

za patologiju, sudsku medicinu i citologiju.
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1.5. TNM KLASIFIKACIJA KARCINOMA PLUCA I STADIJI BOLESTI

U svijetu najcesc¢e koriStena klasifikacija za karcinom pluca jest TNM Kklasifikacija jer

ona opisuje veli¢inu 1 stupanj proSirenosti tumora i jedna je od odrednica za odluku o modalitetu

lijeCenja. TNM sustav oznacava tumor (veli¢inu), limfne ¢vorove (prema anatomskoj podjeli)

1 prisutnost udaljenih metastaza (Tablica 1.). U prakticnoj je uporabi osmo izdanje TNM

klasifikacije iz 2016. godine (21).

Tablica 1. TNM Kklasifikacija karcinoma pluca

Primarni tumor (T)

TX Primarni tumor ne moze se procijeniti ili je tumor dokazan prisutno$¢u zlo¢udnih stanica u
sputumu ili bronhalnom ispirku, ali se ne moze otkriti radioloskim tehnikama ni bronhoskopijom.

TO Nema dokaza o postojanju tumora.

Tis Karcinom in situ.

T1 Tumor < 3 cm u najveéem promjeru, okruzen plu¢ima ili visceralnom pleurom, bez invazije
proksimalnije od lobarnog bronha.

T1a(mi) Minimalno invazivni karcinom.

Tla Tumor < 1 ¢m u najve¢em promjeru.

T1b Tumor > 1 cm, ali <2 cm u najveéem promjeru.

Tlc Tumor > 2 c¢m, ali <3 cm u najveéem promjeru.
Tumor >3 cm, ali <5 cm ili tumor s nekim od sljedecih obiljeZja: zahvaca glavni bronh neovisno
o udaljenosti od karine, ali ne zahvaca karinu, ili invadira visceralnu pleuru, ili je udruzen s

T2 atelektazom ili opstruktivnim pneumonitisom koji se §iri u hilarnu regiju te zahvaca dio ili cijelo
pluce.

T2a Tumor > 3 cm, ali <4 cm u najveéem promjeru.

T2b Tumor >4 cm, ali <5 cm u najveéem promjeru.

T3 Tumor > 5 cm, ali < 7 cm u najveéem promjeru ili prisutnost odvojenih tumorskih ¢vorova u

istom reznju kao i primarni tumor ili tumor koji direktno zahvaca bilo koju od ovih struktura:
stijenku prsnog kosa (ukljucujuci parijetalnu pleuru i tumore gornjeg sulkusa), frenicki Zivac,
parijetalni perikard.
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T4

Tumor > 7 ¢cm u najveéem promjeru ili prisutnost odvojenih tumorskih ¢vorova u razli¢itom
reznju ipsilateralnog pluca kao i primarni tumor ili tumor koji direktno zahvaca bilo koju od ovih
struktura: o$it, medijastinum, srce, velike krvne Zile, traheju, nervus laryngeus recurrens, jednjak,
kraljeznicu i karinu.

Regionalni limfni ¢vorovi (N)

Nx Nepoznato.

NO Bez presadnica u regionalne limfne ¢vorove.

N1 Presadnice u ipsilateralne peribronhalne i/ili ipsilateralne hilarne limfne ¢vorove i intrapulmonalne
¢vorove, ukljucujudi i direktnu zahvacéenost.

N2 Presadnice u ipsilateralne medijastinalne i/ili supkarinalne limfne ¢vorove.

N3 Presadnice u kontralateralne medijastinalne, kontralateralne hilarne, ipsilateralne ili kontralateralne

skalenske ili supraklavikularne limfne ¢vorove.

Udaljene presadnice (M)

Mx Nepoznato.

Mo Bez udaljenih presadnica.

M1 Prisutne udaljene presadnice.

Mila Odvojeni tumorski ¢vorovi u kontralateralnom pluéu; tumor s pleuralnim ili perikardijalnim
¢vorovima ili maligni pleuralni ili perikardijalni izljev.

Mi1b Jedna ekstratorakalna presadnica.

Milec Multiple ekstratorakalne presadnice u jedan ili vise organa.
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Bolest se prema proSirenosti dijeli u stadije (Tablica 2.) (21).

Tablica 2. Stadiji karcinoma pluca

Stadij bolesti

Primarni tumor

Regionalni limfni ¢vorovi Udaljene metastaze (M)

N)
(D
Stadij I Al Tla, Tla(mi) NO MO
Stadij I A2 T1b NO MO
Stadij I A3 Tlc NO MO
Stadij I B T2a NO MO
Stadij II A T2b NO MO
Stadij I B Tla, Tlb, Tlc N1 MO
T2a N1 MO
T2b N1 MO
T3 NO MO
Stadij IIT A T1, T2 N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
T4 N1 MO
Stadij 111 B Tla, T1b, Tlc N3 MO
T2a, T2b N3 MO
T3 N2 MO
T4 N2 MO
Stadij III C T3 N3 MO
T4 N3 MO
Stadij IV A Bilo koji T Bilo koji N Mla, M1b
Stadij IV B Bilo koji T Bilo koji N Mlc
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1.6. LIJECENJE KARCINOMA PLUCA

1.6.1. Kirursko lijecenje

Bolesnici s operabilnim karcinomom pluca (stadij bolesti I, IT i dijelom III) podvrgavaju
se kirurSkom lijeenju ako nemaju znacajnijih komorbiditeta koji bi predstavljali
anestezioloSku kontraindikaciju za operacijski zahvat (22). U bolesnika sa stadijem Illa koji su
lijeeni neoadjuvantno moguce je kirursko lijeCenje ako se radioloski dokaze samo jedna
pozitivna razina medijastinalnih limfnih ¢vorova. Zlatni standard u kirurSkom lije¢enju raka
pluca jest lobektomija 1 medijastinalna limfadenektomija, koje se danas uglavnom izvode
minimalno invazivnom kirurgijom s pomocu videotorakoskopije (VATS od engl. video-
assisted thoracoscopic surgery) (23). Pluéni rezanj zahvaden tumorom uklanja se
lobektomijom, rjede bilobektomijom ili pulmektomijom. Limfni ¢vorovi uklanjaju se
sistemskom nodalnom disekcijom medijastinalne masti s limfnim ¢vorovima i hilarnih limfnih
¢vorova ili rezanj-specificnom sustavnom nodalnom disekcijom koja ukljuc¢uje medijastinalne
drenazne ¢vorove prema primarnoj lokaciji tumora. Potrebno je ekstirpirati najmanje Sest
limfnih ¢vorova iz Sest razina, od kojih su tri medijastinalne.

U slucaju VATS lobektomije bolesnika treba postaviti u lateralni dekubitalni polozaj,
nakon ¢ega anesteziolog uspostavlja jednostranu plué¢nu ventilaciju. Kirurg pristupa u prsiste
kroz jednu ili viSe malih incizija bez Sirenja rebara i interkostalnih prostora. Zahvat se izvodi
koriStenjem kutne kamere 1 posebnog instrumentarija za minimalno invazivnu torakoskopsku
kirurgiju. Kirurg tupom ili o$trom disekcijom ispreparira strukture pluénog hilusa i
interlobarnih fisura i uporabom endostaplera, mehanickih Sivaca i rezaca na drSci, selektivno
presjeCe lobarne strukure (lobarnu venu, arterijske ogranke i bronh) te konacno odstrani pluéni
rezanj. Zahvat je kompletan nakon §to se uradi medijastinalna limfadenektomija, koju neki
operateri preferiraju uraditi prije lobektomije. Preparati plu¢a 1 limfnih ¢vorova oznace se po
regijama i u odvojenim posudama posalju na patohistolosku analizu (24).

Nakon operacije karcinoma pluca odreduje se pTNM stadij bolesti i prognosticka
skupina te donosi odluka o klinickom pracenju i/ili adjuvantnoj onkoloskoj terapiji.
Mikroskopski nalaz pozitivnih medijastinalnih limfnih ¢vorova nezavisni je negativni
prognosticki ¢imbenik, pa je optimalno uradena medijastinalna limfadenektomija bitna za
daljnje lijecenje 1 prognozu bolesnika (25). Patoloski TNM stadij ne poklapa se uvijek s
prijeoperacijskim slikovnim procjenama 1 klini€¢kim stadijem bolesti. Stoga bi pravovremena

informacija o bioloski agresivnijem tumoru, donesena na temelju patohistoloske analize u
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bioptickom uzorku, mogla kirurga usmjeriti na Sto temeljitiju medijastinalnu limfadenektomiju,
kako bi se utvrdila nodalna bolest.

Perioperacijske komplikacije su produljeno istjecanje zraka kroz torakalni dren,
atelektaza, aritmije, krvarenje, upala pluca, pleuralni izljev, infekcije rane, tromboembolijski
incidenti, a kasne komplikacije pleuralni empijem 1 bronhopleuralna fistula. Operacija
produljuje zivot bolesnika s NSCLC-om. Ako nema ranih poslijeoperacijskih komplikacija,

moguce je visegodisnje prezivljenje i ponekad izljecenje.

1.6.2. Onkolosko lijecenje i radioterapija

Ako je zbog anestezioloske kontraindikacije bolesnik u stadiju bolesti I ili II
neoperabilan, u obzir dolazi radikalna radioterapija tumora (60-70 Gy/2 Gy po frakciji, a za I.
stadij stereotaksijska radioterapija) (22, 26).

U bolesnika s IIIA stadijem bolesti preporucuje se provodenje neoadjuvantne
kemoterapije prije potencijalnoga kirurSkog zahvata (do Cetiri ciklusa kemoterapije temeljene
na platini) ili neoadjuvantne kemoradioterapije. Ako bolesnik nije kandidat za kirursko
lijecenje, indicirana je primarna konkomitantna kemoradioterapija (60-70 Gy/2 Gy po frakciji
uz kemoterapiju temeljenu na platini). U bolesnika koji ima znacajne komorbiditete u obzir
dolazi sekvencijska kemoterapija pa radioterapija. Bolesnike u stadiju bolesti I1IB treba lijeciti
konkomitantnom kemoradioterapijom. Poslijeoperacijska radioterapija indicirana je u nekoliko
slu¢ajeva: kod neradikalno operiranih bolesnika s NO 1 N1 bolesti ako reoperacija nije moguca,
kod dijela bolesnika s radikalno operiranom N2 bolesti 1 neradikalno operiranih bolesnika s N2
bolesti. Prema najnovijim NCCN smjernicama (engl. National Comprehensive Cancer
Network), adjuvantna kemoterapija nakon kirurSkog lijeenja potrebna je za bolesnike sa
stadijem bolesti IB (T2a, NO) i stadijem IIA (T2b, NO) ukoliko postoje visokorizi¢ni ¢imbenici
(visoki gradus, limfovaskularna invazija, invazija visceralne pleure), te kod stadija IIB-11IB
(26).

Najvazniji citostatik u lije¢enju bolesnika s rakom pluca je cisplatin (rjede karboplatin)
kombiniran s jo§S jednim od sljede¢ih citostatika: pemetreksed (samo za bolesnike s
neskvamoznim NSCLC-om), gemcitabin, docetaksel, paklitaksel, vinorelbin ili etopozid.
Bolesnici sa stadijem bolesti IV do prije 15-ak godina lije¢eni su samo kemoterapijom, uz
skromne ishode lijecenja 1 s medijanom ukupnog prezivljenja od oko deset mjeseci. Posljednjih

godina svjedoci smo znacajnog napretka u lije¢enju bolesnika s uznapredovalim NSCLC-om
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na dvama razli¢itim poljima: na polju ciljane terapije i imunoterapije inhibitorima kontrolnih
tocaka.

Ciljana terapija znacajno je poboljsala ishode lije¢enja bolesnika koji imaju targetabilne
genske alteracije (EGFR, ALK, ROS1, MET, RET, BRAF, HER 2, KRAS i NTRK). Ako se u
bolesnika s diseminiranim NSCLC-om utvrdi postojanje jedne od tih genskih alteracija, oni se
lije¢e malim molekulama koje karakterizira bolja u¢inkovitost i povoljniji toksi¢ni profil u
usporedbi s kemoterapijom. EGFR mutacije nalaze se u 10 — 15 % bolesnika s NSCLC-om
(ucestalost je veca kod Azijaca, Zena, nepusaca, bolesnika s adenokarcinomom). Terapijski su
na raspolaganju tri generacije EGFR TKI: erlotinib, gefitinib (prva generacija), afatinib (druga
generacija) 1 osimertinib (trea generacija). Treba istaknuti da je terapija osimertinibom
poboljsala prezivljenje bolesnika s diseminiranim NSCLC-om, kao i bolesnika s ranim
resektabilnim NSCLC-om kroz adjuvantno lijeenje, neovisno o tome jesu li primili 1
adjuvantnu kemoterapiju. ALK translokacija dijagnosticira se u 3 — 5 % bolesnika s NSCLC-
om, a u lijecenju se koriste tri generacije ALK TKI: krizotinib (prva generacija), alektinib,
brigatinib (druga generacija) i lorlatinib (trea generacija). U lijeCenju bolesnika s ROSI1
pozitivnim NSCLC-om (1 — 2 % bolesnika s NSCLC-om) na raspolaganju su TKI krizotinib 1
entrektinib.

Drugi vazan napredak u lijeCenju bolesnika s NSCLC-om dogodio se na podrucju
imunoterapije inhibitorima kontrolnih to¢aka. Osim testiranja ADC-a na genske alteracije, svim
bolesnicima s NSCLC-om treba refleksno testirati izrazaj PD-L1 u tumorskim stanicama. Oko
30 % bolesnika s NSCLC-om ima izrazaj PD-L1 u 50 % ili viSe tumorskih stanica, 40 %
bolesnika u 1 — 49 % tumorskih stanica, a 30 % bolesnika ima izrazaj PD-L1 u manje od 1 %
tumorskih stanica.

Bolesnici s diseminiranim NSCLC-om, neovisno o histoloSkom podtipu, a koji nemaju
targetabilne genske alteracije, dobrog su opceg stanja (ECOG 0 ili 1) 1 bez kontraindikacija za
imunoterapiju, u prvoj liniji lijeenja trebaju primiti imunoterapiju inhibitorom kontrolnih
toCaka. Bolesnici s izrazajem PD-L1 u 50 % ili viSe tumorskih stanica u prvoj se liniji najcesce
lijeCe samo imunoterapijom. Bolesnici s izrazajem PD-L1 na 1 — 49 % tumorskih stanica 1
bolesnici s izrazajem PD-L1 u manje od 1 % tumorskih stanica u prvoj se liniji lijece
kombinacijom kemoterapije i imunoterapije inhibitorima kontrolnih tocaka. U Hrvatskoj su na
raspolaganju pembrolizumab i nivolumab (PD-1 protutijela) te atezolizumab i durvalumab (PD-
L1 protutijela). U usporedbi s nekim TKI 1 kemoterapijom, imunomodulacijska terapija
metastatskog NSCLC-a PD-1 1 PD-L1 inhibitorima ima dugotrajan dobar odgovor u podskupini

bolesnika.
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Palijativna radioterapija primjenjuje se za smanjenje simptoma bolesti 1 poboljSanje
kvalitete zivota bolesnika s uznapredovalom bolesti. Najcesce je indicirana kod mozdanih ili
kostanih metastaza i sindroma gornje Suplje vene. Naposljetku, kod svih bolesnika s

uznapredovalim karcinomom pluca savjetuje se Sto prije otpoceti suportivnu terapiju.

1.7.  IMP3 1 AGRESIVNOST TUMORA

Duze se vrijeme kao potencijalni biljeg agresivnosti i ve¢eg metastatskog potencijala
humanih tumora istrazuje IMP3 (protein 3 vezan na mRNA inzulinu sli¢nog ¢imbenika rasta
2), u literaturi jo$ spominjan kao KOC (engl. K homology domain containing protein over-
expressed in cancer), IGF2BP3 ili L523S (39). Gen za IMP3 lociran je na kromosomu 7p11.2.6.
IMP3 ima 500 aminokiselina, dva motiva za prepoznavanje RNA i 4 K homologne domene, a
kontrolira prepisivanje IGF-2 mRNA. Fizioloski je IMP3 jako izrazen u embrionalnom tkivu i
intermedijarnom trofoblastu posteljice i tada ¢lanovi IMP obitelji, IMP1, IMP2 i IMP3, imaju
klju¢nu ulogu u prometu i stabilizaciji RNA, stanicnom rastu i migraciji. Patoloski je IMP3
izrazen u mnogim zlo¢udnim tumorima (40) pa tako i u karcinomu pluca (41). Izrazaj IMP3 u
karcinomu pluca povezan je sa solidnim podtipom adenokarcinoma pluca (42) i s prisutnoséu
udaljenih metastaza (43).

Prema istraZivanju Vikesea i suradnika IMP3 stabilizira CD44 mRNA, promovira
stani¢nu adheziju 1 oblikovanje invadopodija, $to pokazuje njegovu ulogu u stani¢noj migraciji
395 gena ukljucenih u stani¢ni ciklus i proliferaciju. U kulturi stanica karcinoma pluca izraZeni
IMP3 pospjesuje proliferaciju, migraciju i invaziju tumorskih stanica in vitro 1 in vivo, a
prigusenje tog gena ima suprotan uc¢inak. IMP3 djeluje na mRNA ciljnih proteina myc, MMP9,
SLUG, cikline i druge, koja se tim vezanjem stabilizira i tako modulira transkriptnu razinu
svojih gena (44). Kada je IMP3 direktno udruzen s enzimom deubikvitinazom USP10,
umanjuje njezinu ulogu u stabiliziranju p53 (45). Na taj nac¢in IMP3 djeluje kao kljucni
modulator transkripcije i posttranslacijski modulator u razvoju raka. Nadalje, koekspresija
IMP3 1 VEGF-A pojacava tumorsku angiogenezu i1 povezana je s loSijim prezivljenjem
bolesnika s NSCLC-om (46).

Standardizirani operativni patoloSki nalaz daje informaciju o histoloSkom tipu
karcinoma pluca, invazivnosti karcinoma i patoloSkom TNM stadiju. [ako je operacijom tumor
najcesce uklonjen, s viemenom vecina bolesnika s NSCLC-om umire zbog udaljenih metastaza

(22). Zato b1 za klinicko pracenje operiranih bolesnika bila korisna informacija o agresivnosti 1
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udaljenom metastatskom potencijalu tumorskih stanica, primjerice s biljegom IMP3 testiranim

na primarnom tumoru i nodalnoj metastazi.

1.8. INHIBICIJSKI RECEPTORI I NJIHOVI LIGANDI

Posljednjih godina imunoterapija je postala nova paradigma u lije¢enju metastatskih
tumora, a temelji se na deblokadi imunoloSkog sustava kako bi mogao specifi¢no reagirati na
tumor (27). Imune stanice imaju kostimulacijske receptore sa zajednickim motivom ITAM
(engl. immunoreceptor tyrosine-based activation motif) 1 koinhibicijske receptore s motivom
ITIM (engl. immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif), a oba receptora reagiraju s
tirozin kinazom preko SH2 domene (engl. src homology 2 domain). Koinhibicijski receptori
mogu stvarati dimere s odgovaraju¢im kostimulacijskim receptorom i tako inhibirati
aktivacijske imune signale, pa se nazivaju inhibicijskim receptorima (iR). Iako su inhibicijski
receptori prvo bili otkriveni na prirodno ubilackim stanicama (engl. natural killer — NK),
najbolje su istrazeni u T-limfocitima, osobito PD-1 i CTLA-4. PD-1 ima opisan ITIM motiv, a
CTLA-4 1 naknadno otkriveni LAG-3 imaju alternativne motive. Inhibicijski receptori
negativno utjeCu na funkciju i1 aktivaciju T-limfocita jer se natjeCu s kostimulacijskim
receptorima za ligand ili ometaju stvaranje mikroklastera 1 lipidnih splavi, interferiraju s
nizvodnim signalima koaktivacijskog i T-stani¢nog receptora te potiCu prepisivanje gena
uklju€enih u disfunkciju T-limfocita (27).

Inhibicijski receptori su molekule imunoloske kontrolne tocke ¢ija je funkcija
sprjeCavanje pretjeranog imunog odgovora u kroni¢noj upali, koji bi moguce izazvao
autodestruktivno oStecenje tkiva. Izrazaj iR-a ovisi o T-stanicnoj aktivaciji 1 diferencijaciji.
Naivne, efektorske i memorijske T-stanice u zdravom tkivu imaju prirodno razli€it profil iR-a,
Ciji se izrazaj pojacava aktivacijom stanice (28). U kroni¢noj infekciji 1 tumorskom
mikrookoliSu T-limfociti su stalno izloZeni antigenima i to dovodi do prigusenja njihove
aktivnosti kako bi se ograniCilo oStec¢enje tkiva. Iscrpljenje T-limfocita istrazeno je u misjem
modelu inficiranome virusom limfocitnog koriomeningitisa (engl. lymphocytic
chroriomeningitis virus — LCMV) (29). U akutnoj infekciji efektorni T-limfociti normalno
postaju memorijske stanice ¢im se ukloni patogen. Nasuprot tomu, u kroni¢noj infekciji trajna
antigenska stimulacija dovodi do progresivnog gubitka ucinkovitosti CD8 T-stanica, to jest do
T-stani¢nog iscrpljenja. Fenomen stani¢nog iscrpljenja CDS stanica moZze se pratiti kroz njihov
izrazaj inhibicijskih receptora: PD-1, CTLA-4, TIM3, LAG-3, CD160, BTLA i2B4 u razlicitim

kombinacijama.
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U mi§jem LCMV modelu i humanim bolestima kao §to su kroni¢ne infekcije, autoimune
bolesti i razli¢iti tumori nalaze se CD8 T-limfociti s izrazenim iR-om. CD8 T-limfociti u
metastatskom melanomu imaju vise iR-a nego CD8 T-limfociti u krvotoku i manje su
funkcionalni (30). Sli€no kroni¢noj virusnoj infekciji, u tumorskom mikrookoliSu iscrpljenje
T-limfocita nastaje zbog stalne antigenske stimulacije pretezno vlastitim antigenima. Prema
Baitschu tri su prepreke protutumorskoj aktivnosti T-stanica: malen broj T-stanica i repertoar
njihovih receptora koji imaju afinitet za vlastite/tumorske stanice, slaba antigenost tumorskih
stanica 1 iscrpljenost T-stanica u tumoru inhibicijskim signalima od drugih imunih stanica,
strome 1 tumorskih stanica (31).

Zloc¢udne stanice razlicitih tumora u odredenom postotku slucajeva izrazavaju ligand za
PD-1, tzv. PD-L1 (engl. programmed death ligand-1), koji spajanjem s PD-1 inhibira
djelovanje specifi¢nih citotoksi¢nih T-limfocita. PD-L1 je u tim tumorskim stanicama izrazen
zbog somatske mutacije ili je induciran preko y-interferonskog puta (32, 33). PD-L1 je povezan
s imunim mikrookoliSem koji obiluje CD8 T-stanicama, Th1 citokinima i interferonom gama
(IFN-y), koji kao citokin kontradiktorno pojacava izrazaj PD-L1 odgovoran za progresiju

tumora (Slika 8.).

Slika 8. PD-L1 na tumorskim stanicama (35) — adaptivni imuni mehanizam za izbjegavanje
imunog odgovora. A) citotoksi¢ni T-limfociti izlu¢uju IFN-y koji B) inducira PD-L1 na
membrani tumorske stanice i tako C) blokira specificno protutumorsko djelovanje specifi¢cnoga

citotoksi¢nog T-limfocita. Izvor: Mandai M i sur. Dual Faces of IFNgamma in Cancer
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Progression: A Role of PD-L1 Induction in the Determination of Pro- and Antitumor Immunity.

Clin Cancer Res. 2016;22: 2329-34.

Izrazaj PD-L1 u tumoru je heterogen i nije ograni¢en na tumorske stanice, ve¢ se moze
nac¢i na makrofagima i T-limfocitima, a mijenja se s vremenom i primijenjenom terapijom.
Mallet i sur. ustanovili su djelovanje PD-L1 ne samo na T-stanice nego i na monocite,
dendriticke 1 NK-stanice kojima modulira razvoj, funkciju i izrazaj PD-1 (34).

Izrazaj PD-L1 naden je, medu ostalim, u NSCLC-u (36). Prema literaturi, izrazaj PD-
L1 pod utjecajem je unutarnjih bioloSkih i1 genetskih zbivanja uklju¢enih u imunogeni¢na
svojstva tumora. Uz to, generiranje neoantigena i vrijeme “prirodne imunoloske povijesti” jako
se individualno razlikuju i utjecu na izrazaj PD-L1 (37).

Zbog imunoterapije blokatorima kontrolne tocke analiza PD-L1 statusa (0 %, 1 —49 %,
> 50 %) u tumorskim stanicama postala je sastavni dio refleksnog testiranja na bioptickim
uzorcima novodijagnosticiranoga NSCLC-a (38). Bolesnicima s NSCLC-om primjenjuje se u
prvoj liniji blokator PD-1 ili PD-L1 (ako je izrazaj PD-L1 > 50 % zlo¢udnih stanica), ili u
kombinaciji s terapijom temeljenom na platini (ako je izrazaj PD-L1 < 50 %). To su
humanizirana protutijela IgG4 razreda koja se daju u intravenskoj infuziji. Za otkrice lijeCenja
raka suprimiranjem negativne imunomodulacije znanstvenici James Allison i Tasaku Honjo
dobili su Nobelovu nagradu 2018. godine. Oni su utvrdili da PD-1 odnosno CTLA-4 imaju
ulogu koc¢nicara u imunoj funkciji; imunosna inhibicija tih kontrolnih tocaka reaktivira T-

stanice da mnogo ucinkovitije uklanjaju stanice raka.
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2. HIPOTEZE I CILJEVI



HIPOTEZE:

1. Pozitivni izrazaj IMP3 znaajno je povezan s lokalnim metastaziranjem

regionalne limfne ¢vorove.

u

2. Imuni odgovor u mikrookoliSu tumora, koji moZze biti odsutan, slab ili jak (nalik

upali), znacajno je povezan s izrazajem PD-L1 u tumorskim stanicama.

CILJEVI ISTRAZIVANJA:

1. usporediti izrazaj IMP3 u tumoru sa statusom limfnih ¢vorova i sa svim prac¢enim
pokazateljima

2. usporediti izrazaj PD-L1 u tumorskim stanicama s imunim odgovorom u tumorskom
mikrookolisu

3. usporediti izrazaj PD-L1 po histoloskom tipu karcinoma, podtipu adenokarcinoma i
drugim patoloskim pokazateljima

4. istraziti povezanost svih pracenih pokazatelja s opéim prezivljenjem i vremenom bez

povrata bolesti.
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3. MATERIJALI I POSTUPCI



3.1.  Ispitanici

U studiju je uklju¢eno 108 ispitanika koji su operirani zbog NSCLC-a na Klinici za
kirurgiju KBC-a Split, €iji je operativni materijal analiziran na Klinickom zavodu za patologiju,
sudsku medicinu i citologiju KBC-a Split od 1. sije¢nja 2012. do 31. prosinca 2018. godine.
Kriteriji ukljucenja bili su dijagnoza NSCLC-a i1 uradena lobektomija s limfadenektomijom te
cjeloviti klini¢ki podatci. 1z studije su isklju¢eni bolesnici s drugim histoloskim tipovima
karcinoma pluc¢a, oni kojima je uradena sublobarna resekcija pluca ili nisu imali klinicko
pracenje.

Opée prezivljenje izraCunano je u mjesecima od datuma biopsije tumora do datuma
smrtnog ishoda, ili zaklju¢no s posljednjim danom pracenja 1. sijecnja 2019. godine, kada je
odreden status ispitanika (ziv/mrtav). Medijan pracenja bio je 25,5 (min-max: 1-84) mjeseci.
Vrijeme bez povrata bolesti izrazeno u mjesecima izratunano je od datuma operacije do potvrde
recidiva/udaljene metastaze klinickom ili slikovnom metodom. Ulazne varijable bile su dob
(godine), spol (musko/zensko), tip karcinoma (ADC/SCC/NSCLC-NOS), podtip
adenokarcinoma pluca (1 — lepidicki, 2 — acinarni, 3 — papilarni, 4 — solidni, 5 — mikropapilarni),
stupanj diferencijacije, tj. gradus tumora (1-2-3), limfovaskularna invazija (ne/da), veli¢ina
tumora (cm), zahvacenost limfnih ¢vorova (ne/da), TNM (I — II — III), izrazaj PD-L1 (01> 1),
imuni odgovor u mikrookoliSu (odsutan/slab/jak), IMP3 (H-skor i medijan 0-3), vrijeme
pracenja ispitanika (mjeseci) 1 status bolesnika na kraju pracenja (Ziv/mrtav).

Imuni odgovor u tumorskom mikrookoliSu analiziran je na pet vidnih polja velikog
povecanja 1 vrednovan kao I) odsutan — dezmoplasti¢na stroma bez mononuklearnog infiltrata
(engl. “desert”), 1) slab — frontalni mononuklearni infiltrat (engl. “brisk”) te I1I) jak — gusti
mononuklerni infiltrat koji proZima tumorsko tkivo (engl. “inflammatory-like”) (Slika 9.). U

infiltratu veéinu stanica ¢ine CD8+ T-limfociti.
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Slika 9. Razliciti tipovi tumorskog imunog mikrooolisa: A) odsutan, B) slab i C) jak, sli¢an

upali (HE, 200 x). Izvor: arhiva Klini¢kog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju.
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Glavni izlazni pokazatelji bili su opce prezivljenje odnosno vrijeme bez povrata bolesti,

izrazeni u mjesecima, koji su usporedeni prema svim ulaznim varijablama.

3.2. Postupci

Bojenje preparata indirektnom imunohistokemijskom metodom wuradeno je u
Laboratoriju za imunohistokemiju Klini¢kog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i
citologiju u automatskom bojacu Ventana Ultra BenchMark (Ventana, Tuscon, Arizona). Svi
originalni preparati i imunohistokemijska bojenja analizirani su na mikroskopu Olympus
51BX (Olympus, Tokyo, Japan).

1z parafinskih blokova tumorskog tkiva dobivenoga operacijskim lijeCenjem izrezani
su preparati debljine 4 um 1 inkubirani s monoklonskim misjim protutijelom na IMP3 (klon
69.1, DAKO, Glostrup, Danska) u razrjedenju 1:50. Imunoreakcija je vizualizirana pomoc¢u
iView DAB detekcijskog kita (Ventana, Tuscon, Arizona). Pozitivan izrazaj IMP3 jest smede
bojenje citoplazme. Pozitivna vanjska kontrola za IMP3 bio je intermedijarni trofoblast
posteljice (Slika 10.). Mikroskopskom analizom procijenjen je udio IMP3 pozitivnih
zlo¢udnih stanica 1 izraZzen kao proporcijski skor (0 za 0 %, 0,1 za 1 —9 %, 0,5 za 10 — 49 %
11,0 za> 50 %). Intenzitet obojenja jezgre stupnjevan je od 0 do 3. Umnoskom proporcijskog

skora 1 intenziteta obojenja dobiven je semikvantitativni H-skor.
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odnosno slabo

3

¢a. Jako

IMP3 u tumorskim stanicama adenokarcinoma plu

Slika 10. Izrazaj

zen (C) u nodalnom metastatskom tumoru

tumoru (A i B) i jako izra

A 1B 400 x,

v

izraZzen u primarnom

(IMP3/HRP,

sudsku medicinu i

)

C 200 x). Izvor: arhiva Zavoda za patologiju

citologiju.
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Imunohistokemijskim bojenjem analiziran je PD-L1. KoriSteno je misje monoklonsko
protutijelo na PD-L1, spremno za uporabu (klon 22C3, DAKO, Glostrup, Danska) (33).
Pozitivan izrazaj PD-L1 bio je smede obojenje membrane zlo¢udnih stanica (Slika 11.).
Pozitivna vanjska kontrola za PD-L1 bio je trofoblast posteljice. Mikroskopskom analizom
kvantitivno je procijenjen postotak (%) pozitivnih tumorskih stanica u odnosu na sve

tumorske stanice.

Slika 11. Izrazaj PD-L1 u adenokarcinomu plu¢a: A) negativan i B) pozitivan membranski

izrazaj PD-L1 u tumorskim stanicama (PD-L1/HRP, 400 x). Izvor: arhiva Zavoda za

patologiju, sudsku medicinu i citologiju.
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3.3. Statisticka analiza

Prikupljeni podatci uneseni su u program Microsoft Exel za Windows 2007 (Microsoft
Corporation, Redmond, Washington, SAD), a za izraCun statistiCke znacajnosti koristen je
program Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) software (verzija 20 za Windows;
SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA). Rezultati su prikazani tabli¢no i graficki, a interpretirani
na razini znacajnosti P <0,05. Za analizu kvantitativnih varijabla koristen je Kruskal-Wallisov
test i Mann-Whitneyjev test. Coxovom regresijskom analizom ispitana je povezanost svih
istrazivanih varijabla s duzinom prezivljenja bolesnika u mjesecima. U analizi prezivljenja

prema svim varijablama koristena je Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja i log-rank test.

3.4. Eticka nacela

Disertacija je sukladna sa svim primjenjivim svjetskim smjernicama i preporukama, ¢iji
je cilj osigurati pravilno ophodenje i rukovanje bioloskim materijalima. Svi prikupljeni podatci
koriSteni su iskljucivo u istrazivacke svrhe, bez navodenja bilo kakvih osobnih ili drugih
podataka o bolesnicima. IstraZivanje je odbreno od Eti¢kog povjerenstva Klinickoga bolnickog

centra Split (ur. br.: 500-03/18-01/18) i provedeno u skladu s nac¢elima Helsinske deklaracije.
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4. REZULTATI



Ukupno je 108 ispitanika. Demografski i1 klinicko-patoloski podaci prikazani su u Tablici 3.
Tablica 3. Broj (%) ispitanika prema kvalitativnim varijablama i medijani (Q1-Q3; min-max)
kvantitativnih varijabla koje su istrazivane u studiji

Varijabla N (%)

Spol
Muskarci 76 (70)
Zene 32 (30)

Dob (godina) 66 (60 —71; 45— 84)
Stadij
I 50(47,2)
I 31(29,2)

I 25 (23,6)
Histoloski tip
Adenokarcinom 68 (63)
Planocelularni 35 (32)
Metastaze u limfne ¢vorove ukupno 38 (36)
Hilarni (N1) 18 (17)
Medijastinalni (N2) 20 (19)
Limfovaskularna invazija
Prisutna 61 (57)
Nije prisutna 47 (43)
Tip imunog odgovora
Odsutan 49 (45.4)
Slab 39 (36,1)
Jak 20 (18,5)

Gradus
1 15(14)
2 59 (56)
3 32(30)

PD-L1
Negativan 61 (56)
Pozitivan 47 (44)

IMP3

Negativan 60 (57)
Pozitivan 48 (43)
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Analiza izrazaja IMP3 s obzirom na pracene varijable prikazana je u Tablici 4.

Tablica 4. Prikaz medijana (Q1-Q3; min-max) izrazaja IMP3 u primarnom tumoru u odnosu

na ispitivane patohistoloSke varijable

Varijabla Medijan IMP3 p
(Q1-Q3; min-max)

Histoloski tip adenokarcinom 0 (0-40; 0-300) 0,059%*
planocelularni 12,5 (0-50; 0-250)

Limfovaskularna invazija nije prisutna 0 (0-42; 0-300) 0,637*

prisutna 0 (0-50; 0-300)
Status limfnih ¢vorova negativan 0 (0-0; 0-200) 0,040*
pozitivan 10 (0-106; 0-300)
Patoloski stadij bolesti 1 0(0-30; 0-200) 0,196**

2 5(0-60; 0-300)
3 0(0-62; 0-300)
Imuni odgovor odsutan 0 (0-40; 0-200) 0,164**
slab 5 (0-110; 0-250)
jak 0 (0-5; 0-300)
Gradus 1 40 (0-122; 0-300) 0,100%**
2 0(0-50; 0-250)
3 0(0-8,7; 0-200)
Podtip adenokarcinoma acinarni 0 (0-50; 0-300) 0,068%**
papilarni 0 (0-0; 0-120)
solidni 7,5 (0-79; 0-200)
*Mann-Whitneyje U-test, **Kruskal-Wallisov test

Medijan vrijednosti IMP3 bio je za 10 ve¢i u pozitivnom nego negativnhom statusu
limfnih ¢vorova (Z = 2,05; r = 0,199; p = 0,040). Medijan vrijednosti IMP3 bio je za 12,5 veci
u planocelularnom karcinomu nego u adenokarcinomu (Z = 1,89; r=0,17; p = 0,059) na razini
znadajnosti od 94 %. Postoji razlika u vrijednosti IMP3 izmedu podtipova adenokarcinoma (>
=5,4; p = 0,068) na razini znacajnosti od 93 %. Razliku su ¢inili acinarni u odnosu na papilarni
podtip (p = 0,038) te papilarni u odnosu na solidni podtip (p = 0,026). Nije dokazana statisticki

znacCajna razlika vrijednosti IMP3 s obzirom na limfovaskularnu invaziju (Z=0,472; p=0,637),
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patoloski stadij bolesti (%~ = 3,3; p = 0,196), uzorak imunog odgovora (y~ = 3,6; p = 0,164) 1

histoloski gradus (y* = 4,6; p = 0,100).

U Tablici 5. prikazana je povezanost istrazivanih varijabla s kvantitativnim izrazajem

PD-L1.

Tablica 5. Prikaz medijana (Q1-Q3; min-max) vrijednosti izrazaja PD-L1 u odnosu na

ispitivane patohistoloske varijable

Medijan PD-L1 (Q1-Q3; min-max), %

p

Histoloski tip

Limfovaskularna invazija

Status limfnih ¢vorova

Patoloski stadij bolesti

Uzorak imunog odgovora

Gradus

Podtip adenokarcinoma

adenokarcinom
planocelularni
nije prisutna
prisutna
negativan
pozitivan

1

2

3

odsutan

slab

jak

1

2

3

acinarni

papilarni

solidni

0 (0-20; 0-100)
1 (0-25; 0-90)

1 (0-50; 0-100)
0 (0-4; 0-100)
0 (0-25; 0-100)
0 (0-5; 0-100)
0 (0-25; 0-100)
0 (0-5; 0-90)

0 (0-5,7; 0-100)
0 (0-1; 0-90)

0 (0-25; 0-100)
3 (0-50; 0-100)
0 (0-1; 0-60)

0 (0-5; 0-100)

1 (0-50; 0-100)
0 (0-12,5; 0-60)
0 (0-0; 0-20)

0,699*

0,095*

0,705*

0,505%*

0,039%*

0,119*

0,014%**

25,5 (0-90; 0-100)

* Mann-Whitneyje U-test, ** Kruskal-Wallisov test

Postoji znacajna razlika vrijednosti izraZzaja PD-L1 u odnosu na uzorak imunog
odgovora (3> = 6,5; p = 0,039). U uzorku jakog imunog odgovora znacajno je veéi medijan
vrijednosti izrazaja PD-L1 nego u uzorku odsutnog imunog odgovora. Postoji znacajna razlika
vrijednosti izrazaja PD-L1 u odnosu na podtip adenokarcinoma (acinarni, papilarni i solidni)
(% = 8,5; p = 0,014); razliku ¢ini solidni podtip prema papilarnom podtipu (p = 0,011). Nije
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dokazana znacajna razlika vrijednosti izrazaja PD-L1 u odnosu na histoloski tip (Z = 0,386; p
=0,699), limfovaskularnu invaziju (Z = 1,67; p = 0,095), status limfnih ¢vorova (Z = 0,378; p
=0,705), patoloski stadij bolesti (x> = 1,36; p = 0,505) i gradus tumora (x> = 4,25; p=0,119).
U 38 slucajeva u metastatskom tumorskom tkivu limfnog ¢vora analiziran je izrazaj
IMP3 1 PD-L1. IMP3 je bio pozitivan u 19 (50 %) slucajeva, a PD-L1 u 24 (64,9 %) slucajeva.
U Tablici 6. usporeden je izrazaj IMP3 u primarnom karcinomu s izrazajem IMP3 u

metastatskom limfnom ¢voru.

Tablica 6. Kvantitativna i kvalitativna povezanost izrazaja IMP3 u primarnom karcinomu s

izrazajem IMP3 u nodalnom metastatskom tumorskom tkivu u 38 ispitanika

Izrazaj IMP3 u metastatskom limfnom
¢voru (n = 38)

IMP3 u primarnom

tumoru Ukupno  Negativan (0) Pozitivan (> 0) p

dian (01.03: N
medijan (Q1-Q3: 0 (0143 (2. 0.75) 105 (0-150:0-300) 0,001

min-max) 0-300)
Negativan 22 (58 %) 12 (63 %) 10 (53 %)
Pozitivan 16 (42 %) 7 (37 %) 9 (47 %)

0,743**

* Mann-Whitneyjev U-test, ** Fisher’s exact test

Medijan vrijednosti izrazaja IMP3 u primarnom tumoru ispitanika s metastatskim
limfnim ¢vorovima jest 105, a medijan u ispitanika s IMP3 negativnim limfnim ¢vorovima 0
(Z=3,2;r=0,52; p=0,001). Razlika medijana je 105 (95 % CI: 33-177). U 53 % ispitanika
izrazaj je IMP3 u primarnom tumoru bio negativan, a u nodalnoj metastazi pozitivan, dok je u
37 % ispitanika u primarnom tumoru bio pozitivan, a u nodalnoj metastazi negativan.

U Tablici 7. prikazana je povezanost izrazaja PD-L1 u primarnom karcinomu s
izrazajem PD-L1 u metastatskom limfnom ¢voru.

Nije dokazana statisticki znacajna razlika izmedu medijana izrazaja PD-L1 u primarnom
karcinomu s obzirom na pozitivan ili negativan izrazaj PD-L1 u nodalnoj metastazi (Z = 0,421;
p=0,673). U 58 % ispitanika izrazaj PD-L1 u primarnom tumoru bio je negativan, a u nodalnoj
metastazi pozitivan, dok je u 40 % ispitanika u primarnom tumoru bio pozitivan, a u nodalnoj

metastazi negativan.
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Tablica 7. Kvantitativna i1 kvalitativna povezanost izrazaja PD-L1 u primarnom karcinomu s

izrazajem PD-L1 u nodalnom metastatskom limfnom ¢voru

PD-L1 u metastatskom limfhom

¢voru

Ukupno Negativan (0) Pozitivan (> 0) p
Izrazaj PD-
Llu
primarnom
tumoru; 0 (0-19; 0-100) 0(0-60; 0-100) 0 (0-4,5; 0-90) 0,673*
medijan (Q1-
Q3; min-
max)
PD-L1; n (%) [ **
Negativan 23 (59) 9 (60) 14 (58)
Pozitivan 16 (41) 4 (40) 10 (42)

* Mann-Whitneyjev U-test, ** Fisher’s exact test
U multinominalnoj logistickoj regresiji izrazaj IMP3 bio je zavisna varijabla, a status
limfnih ¢vorova (negativan/pozitivan) 1 histoloski tip (adenokarcinom/planocelularni

karcinom) bile su nezavisne varijable (Tablica 8.).

Tablica 8. Rezultati Coxove multinominalne logisti¢ke regresije za IMP3 u primarnom tumoru

OR (95 % CI) p
Histoloski tip adenokarcinom* 2,8 (1,2-6,6) 0,021
planocelularni
Status limfnih ¢vorova negativan*® 2,3 (0,995-5,5) 0,051
pozitivan

* referentna razina

Prema multinominalnoj logistickoj regresiji, dokazana je povezanost izrazaja IMP3 s
histoloskim tipom 1 nadena jaka naznaka povezanosti izrazaja IMP3 sa statusom limfnih

¢vorova. Izgled za planocelularni karcinom u odnosu na adenokarcinom jest za 2,8 puta ve¢i u
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ispitanika s pozitivnim u odnosu na negativni izrazaj IMP3 (p = 0,021). Izgled za pozitivni
status limfnih ¢vorova u odnosu na negativni jest za 2,3 puta veci u ispitanika s pozitivhim

izrazajem IMP3 (p = 0,051), Sto predstavlja statisti¢ki grani¢nu znacajnost.

U Tablici 9. prikazani su rezultati log-rank testa pracenih varijabla s obzirom na

razdoblje bez povrata bolesti (engl. disease free survival — DFS) izrazeno u mjesecima.
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Tablica 9. Analiza ispitivanih varijabla s obzirom na razdoblje bez povrata bolesti (DFS)

DFS (mj.) SE 95%CI Medijan LR p

Spol 0,045 0,832
muski 24 2,2 20-29 20
zenski 24 4 16-32 14

Histoloski tip 0,008 0,930
adenokarcinom (n = 68) 23,6 2,5 19-28 19
planocelularni (n = 35) 23 3,2 17-29 14

Podtip adenokarcinoma 2,5 0,282
acinarni 26,5 4 19-34 20
papilarni 23 5 13-34 19
solidni 17 3 12-22 18

Gradus 0,534 0,766
1 27 6 15-39 24
2 23 2,5 18-28 19
3 24 4 17-31 22

Limfovaskularna invazija 5,6 0,018
nije prisutna 29 3 23-35 24
prisutna 20 2 15-24 13

Stadij bolesti 0,661 0,719
1 25 3 19-30 20
2 21 3 16-27 19
3 25 5 15-34 12

Status limfnih ¢vorova 0,554 0,457
negativan 25 2 20-29 21
pozitivan 22 3,5 15-29 12

IMP3 u tumoru 1,76 0,184
negativan 26 3 21-32 21
pozitivan 21 3 16-26 14

PD-L1 u tumoru 0,397 0,528
negativan 23 3 17-28 17
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pozitivan 26
Uzorak imunog odgovora
odsutan 24
slab 23
jak 23

20-31

18-30
17-30
15-31

21

19
18
21

0,037

0,982

Ispitanici bez limfovaskularne invazije u tumoru imali su prosjecno devet mjeseci duze

razdoblje bez povrata bolesti (LR = 5,6, p=0,018).

Relativni rizik za vremenski interval bez povrata bolesti prikazan je u Tablici 10.
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interval bez povrata bolesti

Tablica 10. Rezultati Coxove regresijske uninominalne analize relativnog rizika za vremenski

Spol
Zenski*
muski
Histoloski tip
adenokarcinom (n =68*
Podtip adenokarcinoma
acinarni*
papilarni
solidni
Gradus
1 %
2
3
Limfovaskularna invazija
nije prisutna
prisutna*
Stadij
1 *

Status limfnih ¢vorova

negativan™®

pozitivan

IMP3 u tumoru
negativan*®
pozitivan

PD-L1 u tumoru

HR 95 % CI P

1,05 0,66-1,6 0,836
0,98 0,63-1,5 0,932
1,3 0,91-1,7 0,176
1,1 0,77-1,4 0,732
1,6 1,1-2,5 0,023
1,0 0,79-1,3 0,869
1,14 0,88-1,5 0,323
1,3 0,87-2 0,196
0,85 0,38-1,9 0,701
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negativan*®
pozitivan
Upalni odgovor 1,0
odsutan/slab
jak*

0,77-1,3

0,925

Relativni rizik za povrat bolesti u skupini ispitanika koji su imali limfovaskularnu

invaziju bio je za 1,6 puta vec¢i nego u ispitanika bez limfovaskularne invazije (95 % CI: 1,1-

2,5;p = 0,023).

U razdoblju praé¢enja samo 17 (15,7 %) od 108 ispitanika nije dobilo udaljenu metastazu.

NajceS¢a metastatska sijela prikazana su u Tablici 11.

Tablica 11. Duljina razdoblja bez povrata bolesti (DFS) s obzirom na sijelo metastaze

95 % Medija

DEFES (mj. SE
(mj.) = " P

Sijelo metastaze 0,284
medijastinum

14 2 9-19 10
24 (22,2 %)
pluca

22 3 16-27 17
42 (38,9 %)
mozak

17 3 11-23 20
9 (8,3 %)
skelet

24 5 14-34 24
7 (6,5 %)
intraabdominalno

18 4  9-26 14
9 (8,3 %)

Nije utvrdena znacajna razlika u duljini razdoblja bez povrata bolesti s obzirom na sijelo

metataze.
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Opce prezivljenje ispitanika s obzirom na ispitivane varijable prikazano je u Tablici 12.

Tablica 12. Analiza opéeg prezivljenja (OS) prema ispitivanim varijablama log-rank testom

Spol
muski

zenski

Histoloski tip
adenokarcinom (n=68)

planocelularni (n=35)

Podtip adenokarcinoma
acinarni

papilarni
solidni

Gradus
1

2
3

Limfovaskularna invazija
ne

da
Stadij bolesti

Status limfnih ¢vorova
negativan

pozitivan

IMP3
negativan

pozitivan

PD-L1
negativan

pozitivan

OS  GE 95%CI  Medijan LR p
(my.)

46 39 3853 44 1,65 0,199
50 5 41-60

498 39 422575 62 2,14 0,143
024 56 31,4535 38

50 46 50-68 68 45 0,009
835 78 2859 37

248 3 18931 27

51 66 3864 62 1,07 0,585
472 42 3955 48

452 66 32-58 34

58 5 4868 68 63 0,012
388 4 3147 37

524 44 4461 62 299 0,224
4 6 3356 38

38 55 27-449 37

51 4 4259 53 14 0235
415 3151 37

51,4 46 4260 53 0,647 0421
B 46 34-52 44

479 45 3957 44 0215 0,643
47 47 3856 48
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Uzorak imunog odgovora
odsutan 43,5 4,7 34-53 37 2,8 0,246

slab 46 5 36-56 49
jak 58 6 45-71

Od 108 ispitanika u promatranom vremenskom razdoblju umrlo je njih 47. Prosjek
prezivljenja bio je 48,7 mjeseci (SE: 3,5 mjeseci; 95 % CI: 42 — 55 myjeseci), a medijan
prezivljenja 48 mjeseci (SE: 8 mjeseci; 95 % CI: 32 — 63). Prosjec¢no prezivljenje ispitanika s
acinarnim podtipom bilo je za 15,5 mjeseci vece nego u ispitanika s papilarnim podtipom i za
34 mjeseca vece nego u ispitanika sa solidnim podtipom. Prosje¢no prezivljenje u ispitanika s
papilarnim podtipom bilo je za 18,7 mjeseci vece nego u ispitanika sa solidnim podtipom (p =
0,009). U ispitanika s limfovaskularnom invazijom prosjecno prezivljenje bilo je krace za 19,2
mjeseci u odnosu na ispitanike bez limfovaskularne invazije (p = 0,012). U skupini ispitanika
s pozitivnim medijastinalnim limfnim ¢vorovima (“N2 bolest”) prosjec¢no prezivljenje bilo je
32 mjeseca (SE = 6 mjeseci; 95 % CI: 19,5 — 44 mjeseca), a u skupini s negativnim limfnim
¢vorovima (“NO bolest”) ili pozitivnim hilarnim limfnim ¢vorovima (“N1 bolest”) 51 mjesec
(SE = 4 mjeseca; 95 % CI: 43 — 58 mjeseci). Duzina prezivljenja bolesnika s pozitivnim
medijastinalnim limfnim ¢vorovima bila je za 20 mjeseci kraca nego ostalih ispitanika (LR =
3,4; p=0,066).

Nije dokazana znacajna razlika u prosjenom prezivljenju po spolu (p = 0,199), tipu
karcinoma (p = 0,143), veli¢ini tumora (p = 0,631), histoloskom gradusu (p = 0,585) te izrazaju
IMP3 1 PD-L1 (p = 0,421 odnosno p = 0,643).

Nije dokazana razlika u prosjecnom preZivljenju ispitanika u II. 1 III. stadiju bolesti (LR
=0,029; p = 0,864). Prosjecno prezivljenje u obje skupine zajedno bilo je 43,4 mjeseca (SE =
4,5; 95 % CI: 35 — 52). Medutim, postoji statisti¢ki znacajna razlika u prosjecnom prezivljenju
tih dviju skupina u odnosu na skupinu ispitanika u I. stadiju na razini zna¢ajnosti od 92 % (LR:
2,9; p=0,086).

Izmedu skupina ispitanika s uzorkom odsutnog i slabog imunog odgovora nije dokazana
znaCajna razlika u prezivljenju (LR = 0,445; p = 0,505); prosjecno prezivljenje bilo je 46
mjeseci (SE =4; 95 % CI: 39 — 53). Postoji razlika u prezivljenju tih skupina zajedno u odnosu
na skupinu s uzorkom jakog imunog odgovora na razini znacajnosti od 90 % (LR: 2,3; p =

0,132). Razlika u prosje€nom prezivljenju bila je 12 mjeseci.
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U Tablici 13. analizirano je opce prezivljenje ispitanika prema pra¢enim varijablama

uporabom Coxove regresijske uninominalne analize.

Tablica 13. Coxova regresijska uninominalna analiza prezivljenja prema ispitivanim

varijablama
HR 95 % CI p
Spol
o ox 0,636 0,32-1,28 0,206
muski*
zenski
Histoloski tip
adenokarcinom (n = 68)* L.3 0,8-2,02 0,304
planocelularni (n = 35)
Podtip adenokarcinoma ‘ N 0.016
acinarni
papilarni 1,96 0,7-5,5 0,203
solidni 42 1,6-11,4 0,004
Gradus 1+ 1,26 0,8-1,97 0,313
2
3
Limfovaskularna invazija o . 2,15 1.17-3.98 0.015
nije prisutna
prisutna
Patoloski stadij bolesti , 1.33 0.94-1.9 0,108
2
3
Status limfnih ¢vorova 14 0.79-2.5 0.241
negativan
pozitivan
IMP3 13 0,7-2,3 0,426
negativan
pozitivan
PD-L1 0,87 0,48-1,6 0,646
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negativan*®
pozitivan
Uzorak imunog odgovora

Odsutan/slab* 2 0,79-5 0,142

Jak
Dob 1,02 0,98-1,05 0,353

Rizik smrtnog ishoda statisti¢ki je znacajno ovisan o podtipu adenokarcinoma (p =
0,016). Za 4,2 puta bio je veci u ispitanika sa solidnim podtipom nego u ispitanika s acinarnim
podtipom adenokarcinoma (p = 0,004). Rizik od smrtnog ishoda nije se znacajno razlikovao
izmedu ispitanika s acinarnim i papilarnim podtipom (p = 0,203) te papilarnim i solidnim
podtipom adenokarcinoma (p = 0,198). S obzirom na to da je rizik od smrtnog ishoda u
solidnom podtipu najveéi, promatran je u odnosu na acinarni i papilarni podtip te je utvrdeno
da je za 1,84 puta veci (95 % CI: 1,2 — 2,9; p = 0,007) u odnosu na ostale podtipove
adenokarcinoma.

Rizik smrtnog ishoda je za 2,15 puta veci u ispitanika s limfovaskularnom invazijom u
odnosu na ispitanike bez limfovaskularne invazije (p = 0,015). Ako se promatra prezivljenje u
I. stadiju u odnosu na II. 1 III. stadij zajedno, za 1,7 puta veci je rizik smrtnog ishoda u viSim
stadijima, sa znacCajnosti razlike od 91 % - HR = 1,7 (95 % CI = 0,92 — 3; p = 0,091). Rizik
smrtnog ishoda u skupini ispitanika s pozitivnim medijastinalnim limfnim ¢vorovima za 1,86

puta vedi je nego u ostalih (95 % CI1=0,94 —3,7; p =0,072).
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U Tablici 14. analizirano je prezivljenje prema ispitivanim varijablama uporabom

Coxove regresijske multinominalne analize.

Tablica 14. Coxova regresijska multinominalna analiza prezivljenja prema ispitivanim

varijablama

HR 95 % CI p
Podtip adenokarcinoma
acinarni + papilarni* L7 1,0-2,7 0,034
solidni
Limfovaskularna invazija o . 2.0 0.76-5.5 0.157
nije prisutna
prisutna
Patoloski stadij bolesti
atoloski stadij bolesti e 29 0.82-10 0.100
2
3
Status limfnih ¢
atus limfnih ¢vorova negativan 0.19 0.02-2.1 0.175

pozitivan

Multinominalnom regresijskom analizom potvrdena je povezanost rizika smrtnog
ishoda sa solidnim podtipom adenokarcinoma u odnosu na ostale podtipove adenokarcinoma

(p=0,034).
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U Tablici 15 prikazana je razdioba ispitanika po duljini prezivljenja < 24 mjeseca i > 24

mjeseca u odnosu na ispitivane varijable.

Tablica 15. Prikaz istrazivanih varijabla u odnosu na duljinu prezivljenja (<= 24 mjeseca; > 24

mjeseca)

Status limfnih ¢vorova

IMP3

PD-L1

Gradus

Limfovaskularna invazija

Histoloski tip

Podtip adenokarcinoma

negativan

pozitivan

negativan

pozitivan

negativan

pozitivan

nije prisutna

prisutna

adenokarcinom

planocelularni

acinarni
papilarni

solidni

Umrli ispitanici

ukupno <24 > 24 p
(n=47) mjeseca mjeseca

28 (60 %) 16 (55 %) 12 (67 %) 0,635
19 (40 %) 13 (45%) 633 %)
26(56%)  16(57%) 10(56%) |

20 (44 %) 12 (43 %) 8 (44 %)

29 (62 %) 20 (69 %) 9 (50 %) 0,321
18 (38 %) 931%)  9(50 %)

6 (13 %) 2 (7 %) 4 (22 %)

24 (32 %) 14 (50 %) 10 (56 %)

16 (35 %) 12 (43 %) 4 (22 %)

16 (34 %) 931%) 739 %) 0.814
31 (66 %) 20 (69 %) 11 (61 %)

25 (56 %) 16 (57 %) 9(53 %) !

20 (44 %) 12 (43 %) 8 (47 %)
9(37,5%) 5(33,3%) 4(44,4 %)

6 (25 %) 4(26,7%) 2 (22,2 %)
9(375%) 6(40%) 3(33,3%)

Od 47 ispitanika koji su umrli u promatranom razdoblju, njih 18 (24 %) Zivjelo je vise,

a 29 manje od dvije godine. Medijan prezivljenja ispitanika u prvoj skupini bio je 37 mjeseci
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(Q1-Q3 =32-50; min-max: 27 — 68 mjeseci), a u drugoj 10 mjeseci (Q1-Q3 = 6-16; min-max:1
— 24 mjeseca). Skupine se nisu znacajno razlikovale po prac¢enim varijablama. Zanimljivo je da
su od 47 umrlih samo petorica imala uzorak jakog imunog odgovora u tumoru i bili u skupini

ispitanika koji su zivjeli dulje od dvije godine.
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5. RASPRAVA



U operiranom primarnom tumoru i metastatskom limfnom ¢voru bolesnika s NSCLC-
om koji nisu predoperativno lijeCeni imunohistokemijski smo analizirali IMP3, povezan s
metastaziranjem i PD-L1 koji blokiranjem imunog prepoznavanja dovodi do imune evazije.
Njihov izrazaj korelirali smo s patoloskim pokazateljima 1 ishodom bolesti. Utvrdili smo
povezanost izrazaja IMP3 u tumorskim stanicama s nalazom nodalnih metastaza, kao i
povezanost izrazaja PD-L1 u tumorskim stanicama s uzorkom tumorskog imunog

mikrookolisa.

5.1. Povezanost izrazaja IMP3 u tumorskim stanicama s Kklinicko-patoloSkim

pokazateljima i mjerama ishoda

IMP3 je dobro poznat imunohistokemijski biljeg agresivnosti tumora koji je dosada
potvrden u viSe studija o NSCLC-u (47). Hong 1 suradnici analizirali su biljege metilacije DNK
u uzorcima krvi koji bi mogli poboljsati ranu dijagnozu raka pluca (48). Autori su u uzorku od
150 ispitanika s NSCLC-om i 150 podudarnih zdravih kontrola analizirali profile metilacije na
cijelom genomu i otkrili dvije znac¢ajne razli¢ito metilirane promjene (cg25429010 [IMP3]) i
(cgl2169243 [DPH6]), povezane s NSCLC-om u sadasnjih puSaca.

Prema studiji Beljan Perak i suradnika iz 2012. na bioptickim uzorcima plu¢a iz KBC-
a Split, izrazaj IMP3 u adenokarcinomu povezan je sa solidnim podtipom 1 udaljenim
metastazama (43). Del Gobbo 1 suradnici potvrdili su nepovoljnu prognosticku ulogu IMP3 u
metastaziranju NSCLC-a u mozak (49).

U naSoj smo studiji dokazali da je izrazaj IMP3 u primarnom tumoru povezan s
postojanjem nodalnih metastaza (p = 0,04). Prognosticka vrijednost nodalnog statusa je velika
(50). Pravovremena informacija o pozitivnom izraZaju agresivnog biljega IMP3 u bioptickom
uzorku raka pluca trebala bi pri operaciji NSCLC-a navesti torakalnog kirurga na S§to
minuciozniju medijastinalnu limfadenektomiju, jer ¢e time omoguciti mikroskopsku analizu
maksimalnog broja limfnih ¢vorova. Sukladno podatcima iz literature, u naSem je uzorku
izrazaj IMP3 bio rjede pozitivan u adenokarcinomu nego u planocelularnom karcinomu (51).
Nismo potvrdili rezultat Beljan Perak i suradnika da je solidni podtip ¢eS¢e izrazavao IMP3 od
ostalih podtipova ADC-a (43). Sun i suradnici utvrdili su povezanost izrazaja IMP3 u tumoru s
uznapredovalim stadijem, veli¢inom tumora, viSim gradusom i predominantno solidnim
podtipom (42).

U multivarijatnoj logistickoj regresiji potvrdena je povezanost histoloSkog tipa i jaka

naznaka povezanosti statusa limfnih ¢vorova s izrazajem IMP3. Ispitanici s pozitivnim
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izrazajem IMP3 imali su 2,8 puta vecu vjerojatnost da imaju planocelularni karcinom nego
adenokarcinom i 2,3 puta ¢es¢e nodalnu metastatsku bolest.

Nismo utvrdili povezanost izrazaja IMP3 s DFS-om i OS-om. U naSem je uzorku
medijan OS-a ispitanika s IMP3 pozitivnim kacinomom bio devet mjeseci kra¢i nego u IMP3
negativnom karcinomu, ali bez statisticki znacajne razlike. Chen i suradnici su dokazali da je
jaki izrazaj IMP3 u tumorskim stanicama znacajno povezan s kra¢im OS-om u vecini solidnih
tumora pa tako i karcinoma plu¢a (40). Zhang i1 suradnici smatraju IMP3 neovisnim
prognostickim biljegom u NSCLC-u (52). Burdelski i suradnici su na uzorku od 673 karcinoma
pluca analizirali agresivne ¢imbenike 1 dokazali da su ispitanici s IMP3 pozitivnim tumorom

bili ¢esce dijagnosticirani u uznapredovalom stadiju bolesti 1 imali kraéi OS (47).

5.2. Povezanost izrazaja PD-L1 u tumorskim stanicama s Kklini¢ko-patoloSkim

pokazateljima i mjerama ishoda

Osim patoloSke analize pokazatelja relevantnih za dijagnozu i prognozu, pregled
operiranoga tumorskog tkiva u imunoterapijski naivnih ispitanika pruza moguénost istrazivanja
heterogenosti izrazaja PD-L1 u tumorskim stanicama i njihove interakcije s tumorskim imunim
mikrookoliSem. Danas je ta interakcija u srediStu pozornosti jer se zna da iR-1, u koje spada
PD-1, imaju klju¢nu ulogu i u obrani tumora od imunoloskog prepoznavanja i u oblikovanju
tumorskog mikrookoliSa. Prema Herbstu i1 suradnicima nema bitne razlike izmedu procjene
izrazaja PD-L1 1 prezivljenja na arhivskom 1 svjeZe prikupljenom bioptickom materijalu (53).
U ovom je radu na arhivskom operativnom materijalu NSCLC-a u primarnom tumoru i
nodalnom metastatskom tumoru analiziran izrazaj PD-L1 na tumorskim stanicama i ispitana
povezanost PD-L1 sa svim pracenim klini¢kim i patoloSkim pokazateljima, ukljucujuéi uzorak
tumorskoga imunog mikrookolisa.

Prema naSim rezultatima medijan izrazaja PD-L1 razlikuje se u podtipovima
adenokarcinoma na ra¢un znacajno manje vrijednosti u papilarnom nego u solidnom podtipu (p
=0,014). U radu Miyatawe 1 suradnika solidni i acinarni podtip imali su ¢eS¢e PD-L1 pozitivan
status nego papilarni podtip (54). S druge strane, Igarashi i suradnici nisu nasli znacajne razlike
u H-skoru medu podtipovima adenokarcinoma (55). Moguce objaSnjenje za na$ rezultat jest
grada papilarnog podtipa koji dijelom raste u alveolarnim prostorima i u manjem je izravnom
kontaktu s imunoloskim mikrookoliSom od solidnog i acinarnog podtipa, a time je manja

mogucénost indukcije PD-L1/PD1 funkcionalnog puta. Zhang i suradnici nisu nasli pozitivan
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izrazaj PD-L1 u adenokarcinomu in situ 1 minimalno invazivnom adenokarcinomu, §to je u
suglasju s recentnim nalazom Miyatawe i suradnika da je u vrlo ranoj fazi karcinoma potrebno
vrijeme za njegovu aktivaciju (54, 56).

Drugi vazan rezultat u ovom je radu povezanost izmedu medijana izrazaja PD-L1 u
tumorskim stanicama i uzorka imunog odgovora u tumorskom mikrookoliSu jer je u jakom
(upali slicnom) imunom odgovoru izrazaj PD-L1 znacajno veci nego u slabom i odsutnom
imunom odgovoru (p = 0,039). Takve nalaze objavili su i drugi autori. Lin i suradnici su
analizirali imunohistokemijski izrazaj PD-L1 u tumorskim stanicama NSCLC-a 1 usporedili ga
s gustocom tumor-infiltriraju¢ih limfocita na hemalaun-eozinskom bojanom preparatu te nasli
razli¢ite kombinacije i utvrdili da postoji povezanost izmedu izrazaja PD-L1 i veée prisutnosti
tih limfocita (57). Tanco$ i suradnici te Brambilla i suradnici utvrdili su povezanost izmedu
izrazaja PD-L1 1 prisutnosti tumor-infiltriraju¢ih CD3+ T-limfocita u reseciranom NSCLC-u 1
oznacili dezmoplasti¢ne zone u tumoru kao imunoloski neaktivni mikrookolis (58, 59). Inoue i
suradnici opisali su jaku infiltraciju imunih stanica kao patoloski ¢imbenik koji predvida
pozitivan izrazaj PD-L1 u tumorskim stanicama (60). Razli¢iti imunotipovi tumorskog
mikrookoliSa utjeCu na prezivljenje bolesnika s adenokarcinomom 1 planocelularnim
karcinomom, $to upucuje na vaznost integrirane procjene PD-L1 statusa koja ukljucuje i analizu
imunog odgovora. Ojlert i suradnici ustanovili su da u bolesnika s adenokarcinomom velik broj
imunih stanica u tumorskom mikrookoliSu povoljno utjece na prezivljenje bez progresije bolesti
(61). Autori su povezali razlicit genski mutacijski uzorak u ta dva tipa karcinoma s druk¢ijim
tumorskim imunim mikrookoliSem. Shimizu je u svojoj studiji na 170 bolesnika s NSCLC-om
dokazao kako je prognoza u bolesnika s negativnim PD-L1 statusom 1 gustim infiltratom CD8+
T-limfocita zna€ajno bolja nego u drugim ispitivanim skupinama, $to upucuje na potrebu
supklasifikacije NSCLC-a prema tipu tumorskog mikrookolisa (62).

Mazzashi i suradnici upozorili su na klini¢ki zna¢aj imunog mikrookoliSa i na potrebu
da se, uz izrazaj PD-L1, omjerom kvantificira rezervoar PD-1 negativnih CD8 limfocita (63).
Autori smatraju da je manji omjer povezan s boljim preZivljenjem bolesnika s operiranim
NSCLC-om i s dobrim odgovorom na imunoterapiju u bolesnika s uznapredovalim NSCLC-
om. Takamori i suradnici su u uzorku ispitanika u kojih je analiziran primarni karcinom i
njegova metastaza u pluc¢a ustanovili razliku u izrazaju PD-L1 na tumoru pridruzenim imunim
stanicama. Te su stanice bile brojnije u metastatskom tumorskom sijelu negoli u parnom
primarnom tumoru, dok se broj PD-L1 pozitivnih tumorskih stanica nije znacajno razlikovao
(64). Razliku u tumorskom mikrookoliSu i izrazaju PD-L1 autori su takoder potvrdili

usporednom analizom na uzorku ispitanika s NSCLC-om i udaljenom metastazom, te upozorili
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klinicare koji lijeCe imunoterapijom da te razlike trebaju imati na umu (65). Usporedujuci
izrazaj PD-L1 u primarnom tumoru i nodalnoj metastazi, nismo utvrdili znac¢ajnu povezanost.
Slican rezultat objavili su Xu i suradnici u analizi tumorskog tkiva 77 ispitanika s operiranim
NSCLC-om (66).

U nasem radu nije utvrdena znaCajna povezanost izrazaja PD-L1 s tipom NSCLC-a. S
druge strane, Lin i suradnici te Janzi¢ i suradnici izvjeStavaju o znafajnoj povezanosti
planocelularnog karcinoma s pozitivnim PD-L1 statusom tumorskih stanica (57, 67).

Za razliku od Pawelczyk i suradnika, nismo nasli poveznost s histoloskim gradusom ni
s viSim nodalnim statusom (68).

U analizi klinickog ishoda nismo pronasli znac¢ajnu povezanost izmedu izrazaja PD-L1
u tumoru i opcéeg prezivljenja. Pawelczyk i suradnici su u uzorku tkivnih mikronizova
tumorskog tkiva 866 ispitanika s NSCLC-om dokazali da je izrazaj PD-L1 bio povezan s kra¢im
prezivljenjem ispitanika s adenokarcinomom (68). Moguce da je razlika izmedu nasih rezultata
nastala zbog manjeg broja slu¢ajeva u naSoj studiji i zbog primjene razli¢itih histoloskih
tehnika.

U naSem uzorku nije bilo razlike u medijanu izrazaja PD-L1 u primarnom tumoru s
obzirom na pozitivan ili negativan PD-L1 status u nodalnom metastatskom tkivu. To se
indirektno slaze s rezultatima studije Inoue i1 suradnika koji su FISH metodom usporedivali
primarni tumor 1 sinkronu nodalnu metastazu u 654 resecirana NSCLC-a 1 potvrdili dosljednost
genskih promjena (amplifikacija PD-L1 u 3,1 % i polisomija u 13,2 % slucajeva) koje su bile
usporedive s izrazajem PD-L1 (u 30,7 % slucajeva) i povezane s loSijom prognozom (60).

U ovoj studiji nismo utvrdili razliku u izrazaju PD-L1 s obzirom na dob bolesnika,
premda je dostupno viSe izvjeS¢a o povezanosti izrazaja PD-L1 s mladom dobi, primjerice u
karcinomu Zeludca (69), vrata maternice (70) 1 jednjaka (71).

Takoder, u nasem uzorku nije bilo zna€ajne razlike u izrazaju PD-L1 po spolu. U
interesantnoj studiji Gu Y 1 suradnika u krvi Zzena s NSCLC-om nadena je veca koncentracija
serumskog PD-1 1 membranskog PD-1 na CD4 T-limfocitima nego u muskaraca te poviSena
razuna serumskog testosterona u odnosu na kontrolnu skupinu. Uz to, autori upozoravaju na
kontinuiran porast incidencije adenokarcinoma pluca u Zena (72).

Wei XL i suradnici uocili su povezanost izrazaja PD-L1 u jetrenoj metastazi
kolorektalnog karcinoma s primarnim tumorom. Jaci izraZzaj PD-L1 u primarnom tumoru cesce
je doveo do jetrenog rasapa bolesti, a izrazaj PD-L1 u jetrenoj metastazi bio je znacajno jaci
nego u primarnom tumoru, vjerojatno zbog intrinzi¢nih razlika u mikrookolisu (73). U ovoj

studiji usporedivali smo samo PD-L1 status primarnog tumora i nodalne metastaze i nismo
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utvrdili znacajnu razliku. Medutim, neki su tumori s pozitivnim PD-L1 statusom imali PD-L1
negativnu nodalnu metastazu i obrnuto, $to moZze upucivati na to da dinamika izrazaja PD-L1
ovisi o tumorskom imunom mikrookolisu.

Najkrace vrijeme bez povrata bolesti imali su ispitanici s metastatskim sijelom u
medijastinumu, ali statisticki zna¢ajna razlika u DFS-u s obzirom na sijelo nije nadena.

U svojoj studiji Jiang i suradnici upucuju na to da mutacijsko optereéenje tumora, izrazaj
PD-L1 u tumorskim stanicama i infiltracija imunim stanicama utje¢u na imunoloski odgovor i
ishod bolesti (74). U nasoj studiji ispitanici s jakim, upali slicnim imunim odgovorom imali su
12 mjeseci duze prezivljenje od ispitanika sa slabim/odsutnim imunim odgovorom. Od 47
ispitanika umrlih u pra¢enom razdoblju, njih 29 umrlo je u razdoblju kra¢em od dvije godine,
a 18 ih je zivjelo dulje od dvije godine. Izmedu tih dviju skupina nismo utvrdili znac¢ajnu razliku
ni u kojoj analiziranoj varijabli, ali je indikativno da je samo pet od 47 umrlih ispitanika imalo
jaki imuni odgovor 1 svi su Zivjeli duZe od dvije godine. To upucuje na to da je u NSCLC-u jaki
imuni odgovor prognosti¢ki povoljniji nego kada je slab ili odsutan.

U solidnom podtipu adenokarcinoma rizik od smrti bio je 1,84 puta veéi nego u ostalim
podtipovima adenokarcinoma. Zhang i suradnici takoder su pokazali da je solidni podtip
nezavisan lo§ prognosticki ¢imbenik povezan s kra¢im DFS-om 1 OS-om (75). Ispitanici s tim
podtipom ceS¢e su bili podvrgnuti bilobektomiji/pulmektomiji i imali druge nepovoljne
patoloSke pokazatelje, poput limfovaskularne invazije 1 nodalne bolesti. To se podudara s
rezultatima naSe studije u kojoj su ispitanici s predominantno solidnim podtipom imali 4,2 puta
veci rizik smrti od ispitanika s acinarnim podtipom. U svih je ispitanika rizik od smrti bio 2,15
puta veci ako su imali limfovaskularnu invaziju. Ispitanici s bolesti N2 imali su 1,86 puta veci
rizik od smrti nego ispitanici s bolesti NO 1 N1.

Ogranicenje ove retrogradne presjecne studije jest njezin deskriptivan karakter i
klasicna mikroskopska analiza umjesto nama nedostupne objektivne analize racunalnim
programom umyjetne inteligencije. Medu klinickim podatcima najceS¢e nije bilo podatka o
pusSenju koji zato nije analiziran s drugim varijablama. Vrijednost je studije u tome S$to je ona
iz realnog Zivota, a ispitanici su dijagnosticirani i lije€eni u jednoj ustanovi. Nadalje, studija je
uradena na operativnom materijalu karcinoma plu¢a imunoterapijski naivnih bolesnika te je
pritom svakom ispitaniku analizirano tumorsko tkivo u cijelom parafinskom bloku, a ne na

tkivnim mikronizovima.

U zakljucku, u ovoj retrogradnoj studiji ispitali smo znacaj izrazaja PD-L1 u karcinomu

ispitanika operiranih zbog NSCLC-a u razdoblju od 2012. do 2018. godine. Danas se PD-L1
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rutinski analizira na bioptickim uzorcima radi potencijalne imunoterapije koja uz TKI
predstavlja paradigmu suvremenog lijeCenja metastatske bolesti. Prakti¢ni cilj postao je rano
otkrivanje raka pluca, precizna histoloska i molekularna dijagnostika i kirurS§ko odstranjenje
kacinoma/regionalnih limfnih ¢vorova. To ¢e bolesniku s NSCLC-om dati neko vrijeme bez
bolesti, a nakon njezina obi¢no neminovnog povrata, onkolosko lijeCenje ukljucit ¢e najcesce i
imunoterapiju. U ovom radu dokazali smo povezanost izrazaja PD-L1 s jakom infiltracijom
imunih stanica, odnosno upali slicnom uzorku tumorskog mikrookolisa. Njihova interakcija
samo je dio odnosa svih stanica “na terenu”, kako u tumorskom okoliSu primarnog tumora, tako

1 unodalnim 1 distalnim metastazama u kojima se te interakcije trebaju dalje istraziti.
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6. ZAKLJUCAK



Pozitivan izrazaj IMP3 povezan je s planocelularnim karcinomom i s postojanjem nodalih

metastaza.

Prisutnost limfovaskularne invazije neovisno utjece na kra¢i DFS 1 OS, a nodalne metastaze

1 visi stadij bolesti na kra¢i DFS i OS.

Nije nadena povezanost PD-L1 i IMP3 s drugim pradenim varijablama niti s mjerama

1shoda.

Izrazaj PD-L1 u tumorskim stanicama ovisi o imunom tumorskom mikrookoli§u NSCLC-
a te jak, upali slican imuni mikookoli$ statisticki znacajno korelira s ve¢im izrazajem PD-

L1.

Medu podtipovima adenokarcinoma postoji statisticki znacajna razlika u izrazaju PD-L1,

koji je u papilarnom podtipu naj¢esce negativan.
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7. SAZETAK



Cilj studije: Analizirati izrazaj PD-L1 1 IMP3 u nesitnostani¢cnom karcinomu plu¢a (NSCLC)
i usporediti ga s odgovorom tumorskog imunog mikrookolisa (TIM), klini¢ko-patoloskim
parametrima, vremenom bez povrata bolesti (DFS) 1 opéim prezivljenjem (OS).

Materijal i metode: Uzorak ukljucuje 76 ispitanika i 32 ispitanice koji su zbog NSCLC-a bili
podvrgnuti operaciji u KBC-u Split od 2012. do 2018. godine i nisu lijeceni tirozin-kinaznim
inhibitorima niti imunoterapijom. Iz parafinskih blokova tumorskog tkiva izrezani su preparati
i strojno imunohistokemijski obojeni na PD-L1 (22C3, DAKO, Glostrup, Danska) i IMP3
(DAKO). Preparati su analizirani na svjetlosnom mikroskopu Olympus BX46. Izrazaj PD-L1
je vrednovan kao postotak pozitivnih tumorskih stanica medu zlo¢udnim stanicama, a izrazaj
IMP3 izracunan kao H-skor.

Rezultati: Srednja dob muskaraca bila je 66, a Zena 64 godine. Adenokarcinom je
dijagnosticiran u 68 (63 %), planocelularni karcinom u 35 (32 %) 1 NSCLC drukcije
nespecificiran u pet (5 %) slucajeva. Ispitanici, njih 50 (47,2 %) bilo je je u L., njih 31 (29,2 %)
u IL. 1 njih 25 (23,6 %) u IIL. stadiju bolesti. Metastatsku nodalnu bolest imalo je 38 (36 %)
ispitanika, njih 18 kao N1 i njih 20 kao N2. Ispitanici su praceni do 1. 01. 2019. godine.
Prosjecno vrijeme bez pojave bolesti bilo je 17 mjeseci, medijan prezivljenja za muskarce bio
je 44, a za Zene 62 mjeseca. Spol, dob 1 histoloski tip nisu povezani s izrazajem PD-L1 (svip >
0,05). Podtipovi adenokarcinoma povezani su s izrazajem PD-L1 (p = 0,01) tako da je papilarni
podtip 4,3 puta ceS¢i medu PD-L1 negativnim, a solidni podtip 1,9 puta ¢es¢i medu PD-L1
pozitivnim slucajevima. Odgovor TIM-a bio je jak u 19 NSCLC-a, slab u 36 i odsutan u 53
slu¢aja. Medijan izrazaja PD-L1 povezan je s TIM-om (p = 0,039). Izrazaj PD-L1 nije povezan
s DFS-om ni s OS-om (p = 0,643). Ispitanici s jakim upali slicnim odgovorom u TIM-u imaju
12 mjeseci duzi OS nego ispitanici s odsutnim/slabim imunim odgovorom (LR = 2,8; p =
0,132). Izrazaj IMP3 povezan je sa solidnim podtipom (p = 0,02) i grani¢no povezan s
pozitivnim nodalnim statusom (p = 0,051).

Zakljucak: Jak upali slican odgovor u TIM-u povezan je s pozitivnim izrazajem PD-L1 u
tumoru, a pozitivan izrazaj IMP3 u primarnom tumoru s postojanjem nodalnih metastaza.
Limfovaskularna invazija zna€ajno smanjuje DFS i1 OS, a solidni podtip adenokarcinoma

povezan je s kra¢im OS-om.
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8. SUMMARY



TITLE: The significance of IMP3 and PD-L1 expression in operable non-small cell luug
carcinoma

Aim of the study: to analyze the expression of PD-L1 and IMP3 in non-small cell lung cancer
(NSCLC) and compare it with the response of the tumor immune microenvironment (TIM),
clinico-pathological parameters, disease-free survival (DFS) and overall survival (OS).
Material and methods: The sample includes 76 males and 32 females who underwent surgery
for NSCLC at University hospital Split in the period 2012-2018 and did not receive tyrosine
kinase inhibitor therapy or immunotherapy at all. Slides were cut from paraffin blocks of tumor
tissue and immunohistochemically stained for PD-L1 (22C3, DAKO, Glostrup, Danska) and
IMP3 (DAKO). The histologic slides were analyzed on an Olympus BX46 light microscope.
PD-L1 expression was evaluated as the percentage of positive tumor cells among malignant
cells, and IMP3 expression was calculated as H score.

Results: The median age of men was 66 years, and women 64 years. Adenocarcinoma was
diagnosed in 68 (63%), squamous cell carcinoma in 35 (32%) and NSCLC not otherwise
specified in 5 (5%) cases. 50 (47.2%) patients were in stage [, 31 (29.2%) in stage II and 25
(23.6%) in stage III of the disease. 38 (36%) patients had metastatic nodal disease, 18 as N1
and 20 as N2. Follow up was until January 1, 2019. The average DFS was 17 months, and the
median survival for men was 44 and for women 62 months. Gender, age and histological type
were not associated with PD-L1 expression (all p > 0.05). Adenocarcinoma subtypes were
associated with PD-L1 expression (p = 0.01) such that the papillary subtype was 4.3 times more
frequent among PD-L1 negative and the solid subtype 1.9 times more frequent among PD-L1
positive cases. TIM response was strong in 19 NSCLC, weak in 36 and absent in 53 cases.
Median expression of PD-L1 positively correlated with strong, inflammation- like TIM
response (p = 0.039). PD-L1 expression was not associated with DFS and OS (p = 0.643).
Patients with a strong TIM response had a 12-month longer OS than patients with an
absent/weak response (LR =2.8; p=0.132). IMP3 expression was associated with planocellular
carcinoma (p= 0,05), solid subtype of adenocarcinoma (p=0.02) and borderline associated with

positive nodal status (p=0.051).

Conclusion: A strong inflammatory-like response in TIM is associated with positive expression
of PD-L1 in the tumor, and positive expression of IMP3 in the primary tumor with the presence
of nodal metastasis. Lymphovascular invasion significantly reduces DFS and OS, and the solid
adenocarcinoma subtype is associated with shorter OS.
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