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POPIS OZNAKA I KRATICA

ADH- antidiuretski hormon

ALK- engl. anaplastic lymphoma kinase

Ast- engl. average survival time

ATP- engl. adenosine triphosphate

BAL- bronhoalveolarna lavaza

BRAF- engl. v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1
cDNA- engl. complementary deoxyribonucleic acid
CKS5- citokeratin 5

CT- kompjutorizirana tomografija

DAPI- 4,6-diamidino-2-fenilindol

DFS- engl. disease free survival

DNK- deoksiribonukleinska kiselina

EBUS- endobronhalni ultrazvuk

ECOG- engl. Eastern Cooperative Oncology Group
EGFR- engl. epidermal growth factor receptor
EUS- endoskopski ultrazvuk

FDG- fluorodeoksiglukoza

GLUT- engl. glucose transporter

HIF- 1- hipoksija inducibilni faktor 1, eng. hipoxya inducible factor 1
Ki-67- antigen Kiel 67

LDCT- engl. low dose computed tomography
mRNA- engl. messenger ribonucleic acid

NOS- engl. not otherwise specified

NSCLC- engl. non-small cell lung cancer

OS- engl. overall survival

PBS- engl. phosphate-buffered saline

PCR- engl. polymerase chain reaction

PD-L1- engl. programmed death-ligand 1



PET-CT- pozitronska emisijska tomografija s kompjutoriziranom tomografijom
p63- tumor protein 63

gPCR- engl. quantitative polymerase chain reaction

RET- engl. rearranged during transfection

RNA- engl. ribonucleic acid

ROSI1- engl. repressor of silencing 1

SCLC- engl. small cell lung cancer

SD- standardna devijacija

SLC2A1- engl. solute carrier family 2 member 1

SUVmax- engl. maximum standardized uptake value

TGF-B- engl. transforming growth factor 3

TNM- engl. tumour, node, metastasis

TTF-1- engl. Thyroid transcription factor 1

UNG- Uracil N-glikozilaza

VEGF- engl. vascular endothelial growth factor

VEGFR2- engl. vascular endothelial growth factor receptor 2

VPVP- vidno polje velikog povecanja
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1. UVOD



1.1. Karcinom pluéa

-----

2022. godini bio prvi po ucestalosti i vode¢i uzrok smrti od zlo¢udnih tumora, a jednaka je
procjena smrtnosti i za 2023. godinu [1, 2]. Glavni rizi¢ni ¢imbenici za razvoj karcinoma pluca
su nasljedni ¢imbenici, izlozenost ioniziraju¢em i ultraljubi¢astom zracenju, toksi¢nim tvarima
kao $to su duhanski dim (u 80 - 90% karcinoma pluca!), azbest, arsen i infekcije nekim
mikroorganizmima [3-6]. U nastanku karcinoma pluca sudjeluju procesi genske i epigenetske
alteracije koji dovode do oste¢enja DNK. Posljedica je promjena normalnih stanica u
transformirane 1 konacno zlocudne epitelne stanice koje proliferacijom mogu stvoriti

preneoplasti¢ne lezije i konac¢no invazivni karcinom [7, 8].

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO), u preneoplasti¢ne lezije bronhalnog
epitela spadaju skvamozna displazija i karcinom in situ, atipicna adenomatozna hiperplazija i
difuzna idiopatska hiperplazija pluénih neuroendokrinih stanica. U dodatne moguce
preneoplastiéne lezije ubrajaju se hiperplazija bazalnih stanica, skvamozna metaplazija,

adenomatozna hiperplazija, angiogena skvamozna displazija i pluéna fibroza [9, 10].

Tumori pluca se po podrijetlu dijele na epitelne tumore, neuroendokrine tumore, tumore
ektopicnog tkiva u plu¢ima, mezenhimalne tumore specificne za pluca i hematolimfoidne
tumore. Po ponasanju, dijele se na dobroc¢udne 1 zlo¢udne tumore [11]. Najc¢es¢i od svih tumora
pluca su karcinomi, koji se tradicionalno dijele na karcinom malih stanica (engl. small cell lung
cancer, SCLC) (15%) i1 karcinom ne-malih stanica (engl. non-small cell lung cancer, NSCLC)
(85%) [3, 12, 13]. U NSCLC spadaju: adenokarcinom, karcinom plocastih stanica,
adenoskvamozni karcinom, karcinom velikih stanica i1 sarkomatoidni karcinom [14, 15]. Od
svih tipova je naj¢es¢i adenokarcinom na kojeg otpada 50%, drugi je karcinom plocastih stanica
s oko 40%, a na sve ostale tipove otpada 10% [16].

Adenokarcinom je obi¢no smjeSten u perifernim dijelovima pluca, ¢e$¢i je u Zena,
bolesnika mladih od 45 godina i nepuSaca. S druge strane, karcinom plocastih stanica je ¢eS¢i
u starijih bolesnika i pusSaca, obi¢no je smjeSten centralno, u glavnom ili lobarnom bronhu, a
nastaje nakon metaplazije respiratornog u metaplasticni 1 displasticni plocasti epitel te
neoplasti¢ne transformacije u atipi¢ne plocaste epitelne stanice [17, 18]. Histoloski kriteriji za
dijagnozu adenokarcinoma su nepravilne zljezdane formacije obloZene atipicnim epitelom,
pozitivni izrazaj biljega TTF-1 i/ili Napsina A ili intracitoplazmatska sluz (Slika 1 i Slika 2)
[19]. Dijagnoza adenokarcinoma u klini¢koj praksi ukljuc¢uje imunohistokemijsku analizu PD-

L1 statusa i molekularnu analizu vode¢ih mutacija gena EGFR, ALK i ROS1.



Slika 1. Adenokarcinom pluéa u operativnom materijalu. (HE, poveéanje 40x). Slika iz

provedene studije.

Slika 2. Imunohistokemijsko bojanje s TTF-1 u adenokarcinomu plu¢a pokazuje pozitivni
nuklearni izrazaj TTF-1 u zlo¢udnim stanicama (TTF-1/HRP, povecanje 40x). Slika iz

provedene studije.

Histoloska dijagnoza karcinoma plocastih stanica temelji se na prisutnosti dezmosoma
i keratina u atipi¢nim epitelnim stanicama. Imunohistokemijski zlocudne stanice izraZavaju
p40, p63, CKS ili desmoglein (Slika 3 i Slika 4) [20]. U klinickoj praksi radi se

imunohistokemijska analiza PD-L1 statusa kao prediktivnog ¢imbenika za imunoterapiju.



Slika 3. Karcinom plocastih stanica u bronhoskopskoj biopsiji. Nakupine atipi¢nih plo€astih

epitelnih stanica u dezmoplasti¢noj stromi (HE, povecanje 40x). Slika iz provedene studije.

Slika 4. Imunohistokemijsko bojanje s p40 u karcinomu plocastih stanica pokazuje pozitivni
nuklearni izrazaj p40 u zlo¢udnim stanicama (p40/HRP, povecanje 40x). Slika iz provedene

studije.

Ako se na osnovu navedenih histoloskih kriterija i karakteristicnih imunobiljega

NSCLC ne moze specificirati, dijagnoza je NSCLC- NOS (engl. not otherwise specified).



1.1.2 Klinicka slika i specificna obrada

Najces¢i simptomi karcinoma plucéa su kasalj, dispneja, hemoptize te opéi simptomi
poput gubitka tjelesne mase [21]. KaSalj, hemoptiza, bol u prsima i dispneja ubrajaju se u
intratorakalne klinicke manifestacije karcinoma plu¢a. Karcinom plocastih stanica moze
infiltracijom brahijalnog pleksusa izazvati Pancoastov sindrom kojeg karakterizira bol u
ramenu i lopatici ili nadlaktici, Hornerov sindrom (ptoza, mioza, enoftalmus), atrofija misica
ruke i razaranje kosti. Ekstratorakalne klinicke manifestacije karcinoma plu¢a Cesto su
posljedica koStanih metastaza koje imaju 20% bolesnika u trenutku postavljanja dijagnoze [22].
Ekstratorakalna, koji put prva, manifestacija karcinoma plu¢a su mozdane metastaze, osobito u
adenokarcinomu pluca, karakterizirane glavoboljom, povra¢anjem, ispadima u vidnom polju,
fokalnim neuroloskim deficitom ili epileptickim napadima [23]. Oboljeli od karcinoma pluca
mogu imati simptome i znakove paraneoplastiénog sindroma. Stovise, karcinom pluéa je glavni
uzrok viSe vrsta paraneoplasticnog sindroma, najéeS¢e endokrinog tipa poput sindroma
neprikladnog lucenja ADH, ACTH i humoralne hiperkalcemije [24]. Budu¢i da su simptomi
bolesti nespecifi¢ni, karcinom plucéa se Cesto dijagnosticira u uznapredovaloj fazi, ¢ak u 50%

bolesnika u IV stadiju bolesti [25, 26].

Kod klinicke sumnje na rak pluca, bolesniku treba uzeti detaljnu anamnezu 1 status,
uraditi laboratorijske nalaze 1 sumacijsku rentgensku snimku torakalnih organa [27]. Ako su
rezultati inicijalne obrade visoko suspektni, indicirana je kompjutorizirana tomografija (CT)
prsiSta 1 gornjeg dijela abdomena. Mala (trans) bronhalna ili transtorakalna biospija , a koji put
biopsija dostupnog metastatskog limfnog ¢vora ili drugog metastatskog sijela, omogucuju
patohistoloSku dijagnozu karcinoma pluca s prediktivnim biljezima. Ako na temelju slikovnih
pretraga postoji sumnja na metastaze u medijastinalne limfne ¢vorove, biopti¢ki uzorci mogu
se dobiti pomoc¢u endoskopskog ultrazvuka (engl. endoscopic ultrasound, EUS) ili
endobronhalnog ultrazvuka (engl. endobronchial ultrasound, EBUS). U slu€aju negativnog
nalaza, moze se uraditi videomedijastinoskopija [28, 29]. Za odredivanje proSirenosti bolesti

koristan je pregled PET/CT-om s uporabom fluoro-2-deoksi-D-glukoze (FDG) [19, 30, 31].

1.1.3 PET/CT s uporabom FDG-a

PET/CT (pozitronska emisijska tomografija) je suvremena metoda za otkrivanje
metabolicke aktivnosti tkiva koje absorbira radioaktivnu glukozu. Sinhronom uporabom
uredaja koji mjeri intenzitet resporpcije FGD i tomografije koja slojevitim rentgenskim

simanjem i njihovom racunalnom sintezom daje sliku cijelog tijela i organa, mogu se to¢no



locirati metabolicki aktivna zariSta u anatomski prikazanom ljudskom tijelu i organima.
Osobito se koristi za procjenu prosirenosti biolesti u zlocudnim tumorima te u sréanim 1
neuroloskim bolestima. U dijagnostici raka plu¢a vazna je kod procjene operabilnosti

karcinoma, statusa lokalnih limfnih ¢vorova i stadija bolesti, ali se naZalost u nas neredovno

koristi jer je skupa i nije lako dostupna (Slika 5 i Slika 6).

Slika 5. Nalaz PET/CT-a kod ispitanice s histoloSki dokazanim adenokarcinomom donjeg
lijevog pluénog reznja: patoloski metabolizam FDG-a (SUVmax = 4.5) u nodnoznoj promjeni

posterobazalno u donjem lijevom pluénom reznju. Slika iz provedene studije.

Slika 6. Nalaz PET/CT-a kod ispitanika s histoloski dokazanim planocelularnim karcinomom
donjeg desnog plu¢nog reznja i metastazom u limfni ¢vor uz bronh: patoloski metabolizam

FDG-a (SUVmax = 14.1) u spikuliranom procesu apikalnog segmenta donjeg desnog plu¢nog
reznja uz fokalno nakupljanje FDG-a (SUVmax = 5) u limfnom ¢voru desnog hilusa. Slika iz

provedene studije.



1.1.4 TNM, stadij bolesti i odluka o terapiji

Na temelju navedenih pretraga dijagnosticirani karcinom pluca treba klasicifirati po
TNM-u (Tablica 1) i utvrditi stadij bolesti jer je vazan za odabir lijecenja i utjece na prognozu
(Tablica 2) [30, 31]. Tri su simultana koraka u djagnosti¢koj evaluaciji uzimanje bioptickog
uzorka, utvrdivanje stadija i funkcionalna evaluacija. Za dijagnosticku evaluaciju i odluku o

terapiji odgovoran je multidisciplinarni tim za rak pluca [21].

Tablica 1. TNM klasifikacija karcinoma pluca (8. izdanje)

Tx Tumor dokazan citoloskim pregledom sputuma ili BAL-om, ali se ne moze utvrditi

radioloskom obradom ili bronhoskopijom.

To Nema dokaza o tumoru.
Tis Karcinom in situ.
T1 Tumor <3 cm koji je okruzen parenhimom plucéa/visceralnom pleurom, ne zahvaca

glavni bronh.

T14 mi) Minimalno invazivni karcinom.

Tla <1 cm.

Tl >1 do <2 cm.

Tl >2 do <3 cm.

T2 Tumor >3 cm- <5 cm; ili tumor s nekom od sljedecih karakteristika: zavaca glavni bronh

bez obzira na udaljenost od karine, ali ne zahvaca karinu; zahvaca visceralnu pleuru;

uzrokuje atlektazu ili postopstruktivni pneumonitis koji se Siri do hilarne regije.

T2 >3 do <4 cm.
Tap >4 do <5 cm.
T3 Tumor veli¢ine: >5 cm - <7 cm ili tumor bilo koje veli¢ine, ali koji zahva¢a neku od

sljede¢ih struktura: prsnu stijenku, perikard, frenicki zivac ili postoje pojedinacni

tumorski ¢vor(ovi) u istom reznju kao i primarni.

T4 Tumor veci od 7 cm ili tumor bilo koje veli¢ine, ali koji zahvaca neku od sljede¢ih
struktura: medijastinum, oSit, srce, velike krvne zile, rekurentni laringealni Zivac, karinu,
traheju, jednjak, kraljeznicu ili postoje pojedinacni tumorski ¢vor(ovi) u drugom

istostranom reZnju u odnosu na primarni.

N Metastaze u istostranim peribronhalnim i/ili istostranim hilarnim limfnim ¢vorovima i
intrapulmonalnim ¢vorovima.

N, Metastaze u istostranim medijastinalnim i/ili subkarinalnim limfnim ¢vorovima.
Metastaze u kontralateralnim medijastinalnim ili hilarnim limfnim ¢&vorovima;

N3 istostranim/kontralateralnim skalenskim/ supraklavikularnim ¢vorovima.




M1 Prisutne udaljene metastaze.
Mia Pojedinacni tumorski ¢vor(ovi) u kontralateralnom reznju; tumor s pleuralnim ili
perikardnim ¢vori¢ima; maligni pleuralni ili perikardni izljev.

Mip Jedna ekstratorakalna metastaza ukljuc¢ujuéi i neregionalni limfni ¢vor.

Mi. Multiple ekstratorakalne metastaze u jednom ili viSe organa.

Tablica 2. Stadiji karcinoma pluca

Okultni karcinom ( TXNOMO )

Stadij 0 ( Ti;NOMO )

Stadij IA1 (T1.NOMO ) ( T1mpNOMO )

Stadij [A2 ( T1,NOMO )

Stadij IA3 (T1.NOMO )

Stadij IB ( T2.NOMO )

Stadij ITA ( T2,NOMO )

Stadij IIB (T (1-2) N1IMO) (T3NOMO )

Stadij IIIA (T (1-2) N2MO ) ( T3NIMO ) ( T4N (0-1) MO )
Stadij I1IB (T (1-2) N3MO ) ( T (3-4) N2MO )
Stadij IIIC (T (3-4) N3MO )

Stadij IVA ('bilo koji T i bilo koji N, M1,,5)
Stadij IVB (bilo koji T i bilo koji N, M1.)

Lijecenje bolesnika ovisi o tipu karcinoma pluca, opéem stanju bolesnika, stadiju bolesti i
prediktivnim biljezima. Modaliteti lijeCenja su: operacija, radioterapija, kemoterapija,

imunoterapija ili ciljana terapija (Tablica 3) [34, 35].

Tablica 3. Lije¢enje NSCLC-a prema stadiju bolesti

STADIJ MODALITET LIJECENJA
Okultni NSCLC e kirursko lijeCenje
Stadij 0 e kirursko lijeenje

e endobronhalna terapija: elektrokauter, terapija laserom, krioterapija

Stadij IA, 1B e kirursko lijeCenje

e radioterapija (ako je operacija kontraindicirana)
e 4 ciklusa adjuvantne kemoterapije temeljene na platini
e adjuvantna ciljana terapija (osimertinibom) adenocarcinoma s

mutacijom EGFR (egzon 19 delecija ili mutacija egzona 21 L858R)




adjuvantna imunoterapija pembrolizumabom u bolesnika u stadiju IB s

tumorom >4 ¢cm

Stadij IIA, 1IB

kirursko lijecenje

kirur§ko lijecenje uz neoadjuvantnu kemoterapiju ili neoadjuvantnu
imunoterapiju  (nivolumab, pembrolizumab, durvalumab) uz
kemoterapiju temeljenu na platini

radioterapija (ako je operacija kontraindicirana)

adjuvantna radioterapija

adjuvantna kemoterapija

adjuvantna ciljana terapija osimertinibom adenocarcinoma s mutacijom
EGEFR (egzon 19 delecija ili mutacija egzona 21 L858R)

adjuvantna imunoterapija pembrolizumabom ili atezolizumabom u

bolesnika s tumorom > 4 cm

Stadij ITIA

operabilna bolest: kirur§ko lije¢enje uz neoadjuvantnu (kemoterapija,
kemoradioterapija, imunoterapija uz kemoterapiju) ili adjuvantnu
terapiju (kemoterapija, kemoradioterapija, radioterapija, ciljana terapija
u carcinoma s EGFR mutacijom, imunoterapija)

neoperabilna bolest: kemoradioterapija, radioterapija, konsolidacijska
terapija durvalumabom nakon kemoradioterapije)

tumor gornjeg sulkusa: kirursko lije¢enje, radioterapija, neoadjuvatna
kemoradioterapija

tumor koji invadira stijenku prsista: kirur§ko lijeCenje, radioterapija,
kirursko lijeCenje uz radioterapiju, kombinacije kirurSkog lijecenja,

kemoterapije i radioterapije

Stadij IIIB, IIIC

sekvencijska ili istovremena kemoterapija i radioterapija
radioterapija
sistemska konsolidacijska terapija durvalumabom prije ili nakon

istovremene kemoterapije i radioterapije

Stadij IV

lijecenje ovisi o histoloSkom podtipu, molekularnom profilu karcinoma
i biljezima

kemoterapija

kemoterapija u kombinaciji s imunoterapijom (pembrolizumab,
cemiplimab-rwlc, durvalumab+tremelimumab, atezolizumab)
kemoterapija u kombinaciji s monoklonskim protutijelom

(bevacizumab, cetuximab, necitumumab)




e imunoterapija u monoterapiji (pembrolizumab, cemiplimab-rwlc,
atezolizumab, nivolumab+ipilimumab)

e atezolizumab+bevacizumab-+kemoterapija

e terapija odrZavanja

e ciljana terapija karcinoma s pozitivnim vode¢im mutacijama (npr.

EGFR, ALK, ROS1, RET, BRAF)

lako lijeCenje cesto ukljuCuje kombinaciju raznih terapijskih modaliteta, opce
prezivljenje vecéine bolesnika s karcinomom pluca i dalje je porazavajuce kratko. U Republici
Hrvatskoj se radi pobolj$anja prezivljenja od raka pluc¢a od 2020. godine provodi Nacionalni
program za probir i rano otkrivanje raka pluc¢a [36]. Prema vaze¢im preporukama, u aktivni
program probira ukljucene su osobe 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, a bez obzira na
komorbiditete i druge demografske ili anamnesticke osobitosti. Osobe, za koje lijecnik
obiteljske medicine utvrdi da ispunjavaju navedene kriterije, upucuju se na pretragu CT-om
niske doze zracenja (engl. low dose computed tomography, LDCT) u cilju ranog otkrivanja raka

pluéa dok je jo$ operabilan

1.2. Prijenosnici glukoze i metabolizam glukoze u NSCLC-u

Pocetkom 20. stoljeca je Otto Warburg opisao fenomen prema kojem zlo¢udne stanice
pri dovoljnoj koncentraciji kisika preferiraju glikolizu kao glavni put stvaranja ATP-a [37, 38].
lako tzv. Warburgov efekt, odnosno aerobna glikoliza, nije ni izdaleka ucinkovita kao
oksidativna fosforilacija u stvaranju ATP-a, zlo¢udne stanice ipak zbog velike proliferacije
preusmjeravaju metabolizam na glikolizu. Promjene u metabolizmu zlo¢udnih stanica (tzv.
metabolicko reprogramiranje) su bitne za njihovo prezivljenje, rast i umnazanje. Dakle, aerobna
glikoliza nije pasivni odgovor na oStecenje mitohondrija ve¢ temeljni poremecaj metabolizma
tumorske stanice koji joj olakSava preZivljenje i1 zakiseljuje tumorski mikrookoli§, ¢ime
doprinosi rezistenciji na lijekove [39- 42]. Normalne stanice za proizvodnju energije
metaboliziraju glukozu preko oksidativne fosforilacije, a samo u anaerobnim uvjetima pomocu

glikolize [37, 38].

Glavna uloga prijenosnika glukoze (enlg. glucose transporter, GLUT) je omoguciti

stalnu dostupnost glukoze stanicama kontroliranjem prijenosa glukoze izmedu intracelularnog
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i ekstracelularnog odjeljka. Jasno je da GLUT posreduje u Warburgovom fenomenu (Slika 7)

[43].

(A) Zdrava stanica (B) Tumorska stanica
glukoza glukoza
@@ izvan stanice @@ izvan stanice
citoplazma citoplazma
glikoliza wl«ll glikoliza wl«ll
LDHA LDHA
piruvat ——> laktat MCT piruvat mes) |aktat =) =) laktat
y I
stvaranje
Ch—=r E— biomase
| v
k—; co, ~~— co, proliferacija
stanica
oksidativha anaerobna glikoliza anaerobna glikoliza
fosforilacija (Warburgov ucinak) (Warburgov ucinak)
~38 mol ATP/ 2 mol ATP / mol glukoze 2 mol ATP / mol glukoze
mol glukoze

Slika 7. Warburgov fenomen u zdrvoj stanici (A) i tumorskoj stanici (B) (preuzeto iz Kim
SH, Baek KH. Regulation of Cancer Metabolism by Deubiquitinating Enzymes: The Warburg
Effect. Int J Mol Sci. 2021 Jun 8;22(12):6173).

GLUT ima 14 izoformi svrstanih u tri skupine [44]. U prvoj skupini su GLUT 1 do 4 i GLUT
14, u drugoj GLUT 5, 7,91 11, au tre¢oj GLUT 6, 8 10, 12 i 13 [45]. Navedene izoforme su
razli¢ito rasporedene u tkivima i uglavnom stani¢no specifi¢ne. Osim toga, imaju razlicit

afinitet prema glukozi i prema drugim heksozama, fruktozi i galaktozi [44].

GLUT! je transmembranski protein kojeg kodira gen SCL2A4 1. IzrazZen je u eritrocitima,
posteljici i endotelu te regulira prijenos glukoze preko krvno-moZdane barijere. U usporedbi s
drugim prijenosnicima glukoze, GLUT1 ima veliki afinitet za glukozu i bitan je tkivima kojima
je glukoza glavni izvor energije [46, 47, 48]. Osim glukoze, GLUT]1 prenosi FDG koja se rabi
u dijagnosti¢koj pretrazi PET/CT-u za otkrivanje metabolicki aktivnih lezija [49, 50, 51].
Imunohistokemijski je utvrdeno da je GLUTI1 pojacano izraZzen u tumorskim stanicama
zlo¢udnih tumora kao $to su difuzni B-velikostani¢ni limfom, kolorektalni karcinom, karcinomi
glave 1 vrata, sarkomi, karcinom gusterace i karcinom pluca [47, 52-58]. Medutim, rezultati
objavljenih studija o povezanosti izrazaja GLUT1 sa stupnjem diferencijacije tumora, stadijem

bolesti i ishodom nisu jednoznacni [47, 59, 60].
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Najcesc¢i tipovi NSCLC-a, adenokarcinom i karcinom plocastih stanica, razlikuju se po
histoloSkim obiljezjima, genskim promjenama i tipicnoj klini¢koj prezentaciji. Medutim,
njihove metaboli¢ke karakteristike nisu sasvim jasne. Rezultati objavljenih studija govore u
prilog tome da se 1 metabolicki razlikuju, $to mozda doprinosi njihovoj prognozi [61, 62, 63].
Karcinom plocastih stanica ima manji broj krvnih Zila i slabiju prokrvljenost, Sto uzrokuje
hipoksiju i pove¢anu metaboliCku potrebu za glukozom. Prema objavljenim radovima, njegov
se metabolizam temelji na glikolizi, a kod adenokarcinoma na oksidativnoj fosforilaciji [60,
64]. Dakle, karcinom plocastih stanica je Kkarakteriziran anaerobnim, hipoksi¢nim
metabolizmom ¢ije su karakteristike slaba vaskularizacija, ekstenzivna nekroza, visoka
koncentracija laktata 1 poveéani izrazaj GLUTI1. Adenokarcinom pluca je karakteriziran
dobrom vaskularizacijom i aecrobnim metabolizmom [65]. Schuurbiers i suradnici smatraju da
je vedi izrazaj GLUT1 u karcinomu pluc¢a plocastih stanica posljedica ishemije 1 hipoksije
tumorskog tkiva [60]. Izrazaj GLUT1 u adenokarcinomu pluca je slabiji jer je metabolizam
tumorskog tkiva neovisan o metabolizmu glukoze [63]. Kriti¢no oslanjanje na glikolizu ¢ini
inhibiciju glikolize [63]. Osim razlike u izrazaju, utvrdena je razlika u lokalizaciji GLUTI u
dva najcesca tipa NSCLC-a. Tako je u adenokarcinomu GLUT]I izraZen u citoplazmi i na
membrani tumorskih stanica, a u karcinomu pluca plocastih stanica samo na membrani, ¢ime

je unos glukoze u stanice olakSan [63].

PET/CT s FDG-om je funkcionalna slikovna pretraga kojom dobivamo informacije o
tkivnom metabolizmu glukoze. Mjera nakupljanja FDG-a je tzv. maksimalna standardizirana
vrijednost nakupljanja (engl. maximum standardized uptake value, SUVmax) [66, 67].
Unutarstani¢na koncentracija FDG-a je izravno povezana s ulaskom glukoze u stanicu preko
prijenosnika glukoze. Unos glukoze je u tumorskim stanicama obi¢no povecan pa se
navedenom pretragom moze vizualizirati 1 mjeriti pojacano nakupljanje FDG-a u tumorskom
tkivu [49, 50, 51]. U ljudi je pojacani izrazaj GLUT1 povezan s nakupljanjem FDG-a u
tumorskim stanicama. Heksokinaza, enzim odgovoran za fosforilaciju glukoze, ima vaznu

ulogu u metabolizmu glukoze u zlo¢udnim stanicama [68, 69].

Rezultati studija o odnosu izmedu nakupljanja FDG-a i izrazaja GLUT1 u karcinomu
pluca, osobito u NSCLC-u, ve¢inom ukazuju na pozitivnu povezanost [68]. Koh i suradnici su
pozitivnu povezanost nasli samo u adenokarcinomu plu¢a [70]. S druge strane, Goodwin i
suradnici su u karcinomu plocastih stanica utvrdili da je povec¢ani izrazaj GLUT1 znacajno

povezan s povecanim nakupljanjem FDG-a u tumoru i loSom prognozom [63]. Vecina
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istrazivaa smatra da je nakupljanje FDG-a odredeno prisutno§¢u GLUTI, hipoksijom te

angiogenezom [71, 72].

Iako su objavljene brojne studije o vrijednosti SUVmax kao mogucéeg prognostickog
¢imbenika u karcinomu pluéa, rezultati nisu jednoznacni [73, 74]. Izgleda da vrijednost

SUVmax moze biti prognosticki ¢imbenik, ali ovisno o stadiju bolesti [74, 75].

Vazno je istaknuti da se nakupljanje FDG-a koji put vidi u dobro¢udnim tumorima.
Uzrok nije jaki izrazaj GLUT1 nego pojacana vaskularizacija i propusnost krvnih zila. Moze se
stoga re¢i da PET/CT s FDG-om ima relativno nisku specifi¢nost pa je lazno pozitivni nalaz
jedan od problema pri odredivanju klinickog stadija tom metodom, posebice stadija limfnih

¢vorova [76, 77, 78].
1.3. Cimbenik induciran hipoksijom- 1

Hipoksija je obiljezje tumorskog mikrookoliSa u veéini solidnih tumora i povezana je s
losijom prognozom [79, 80]. Normalno se u hipoksi¢nim uvjetima proliferacija zdravih stanica
smanjuje. Medutim, mutacijama izazvane genske promjene u kombinaciji s vrlo dinami¢nim
metabolickim reprogramiranjem omogucuju zlo¢udnim stanicama proliferaciju i u hipoksiji
[81]. Stovise, eksperimentalne i klini¢ke studije pokazuju da hipoksija pozitivno utjete na
tumorsku progresiju jer stimulira agresivnost, metastatski potencijal i rezistenciju na terapiju
[82]. Cimbenik induciran hipoksijom 1 (engl. hipoxya inducible factor 1, HIF-1) regulira brojne
gene za prezivljenje stanica u hipoksicnim uvjetima [83]. U tumoru, zbog mutacije ili
aberantnog izraZaja gena u zlo¢udnoj stanici, HIF-1 djeluje 1 u uvjetima normoksije [84]. HIF-
1 sudjeluje u Warburgovom fenomenu preko indukcije aerobne glikolize i supresije rada
mitohodrija [85]. Prvi korak u glikolizi je unos glukoze u stanice, u cemu sudjeluje 12 glukoznih
prijenosnika (GLUT 1-12), a HIF-1 poti¢e njihov izrazaj [86]. Genske promjene u zlo¢udnim
stanicama 1 hipoksi¢ni uvjeti induciraju izrazaj GLUT1 ovisan o HIF-1-u, povecavaju stani¢ni
unos glukoze i1 podrzavaju aerobnu glikolizu u zloudnim stanicama. Osim glukoznih
prijenosnika, u hipoksi¢énim uvjetima HIF-1 inducira izrazaj glikolitickih enzima [87].
Utvrdeno je da u tumorigenezi HIF-1 regulira angiogenezu, proliferaciju i metabolizam stanica,

metastaziranje, diferencijaciju i odgovor na radioterapiju (Slika 8) [88- 90].

13



A normoksija o,

| weaa "
. 4 -OH prolil | aspargilil
| omeaa '0"‘ hidroksilaze
-OH =
ublkvitinacia 0000000000000 3
g Jjezgra
B hipoksija A
RS
’
’
;

= \’ : 1 angiogeneza
T eaens - #“/
( pregivijenje Jj$¥———— = "

e
T e S
jezgra S T invazija i

maotastaziranje

(1 glikoliza |

- —

/1~ unos
(" glukoze

Slika 8. Djelovanje HIF-1a u uvjetima normoksije i hipoksije (preuzeto iz Lee SH, Golinska
M, Griffiths JR. HIF-1-Independent Mechanisms Regulating Metabolic Adaptation in Hypoxic
Cancer Cells. Cells. 2021 Sep 9;10(9):2371.)

Prejaki izrazaj HIF-1 je povezan sa slabijom diferencijacijom tumora, viSim stadijem
bolesti i nepovoljnim ishodom, odnosno kra¢im vremenom do povrata bolesti (engl. disease-

free survival, DFS) i kra¢im ukupnim preZivljenjem (engl. overall survival, OS) [91, 92].

Kao protein, HIF-1 je heterodimer sastavljen od tri a podjedinice (HIF-1a, HIF-2a 1
HIF-3a) 1 jedne B podjedinice [93]. Od tri a podjedinice, izoforma HIF-1a je u sisavaca najvise
istrazena [94]. Za razliku od konstitutivne HIF-B podjedinica koja ima stabilnu koncentraciju,
HIF-1a ovisi o koncentraciji kisika. U normoksemi¢nim uvjetima je u raznim ljudskim tkivima
razina HIF-1a niska ¢ak i kada je HIF-1 prejako izraZzen. Naime, HIF-1a se degradira u uvjetima
normoksije 1 aktivira u hipoksi¢nim uvjetima [93, 95]. Stoga je HIF-1a glavna regulatorna
podjedinica aktivnosti HIF-1. Manje je vazan HIF-B ¢iji se mRNA i proten odrZavaju na stalnoj
razini. Mehanizmi koji reguliraju stabilnost i transaktivirajucu aktivnost HIF-1a imaju najveci

utjecaj na aktivnost HIF-1 [96].

Pojacani izrazaj HIF-1a naden je u tumorskim stanicama karcinoma debelog crijeva,

bubrega, gusterace, jednjaka, endometrija, prostate, dojke, zeluca i plu¢a [97- 100]. Izrazaj HIF-
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la se razlikuje izmedu tipova NSCLC-a §to je moguce vazno u daljnjem upoznavanju njihove
biologije i stvaranju novih terapijskih moguénosti [101]. Prema nekim autorima, HIF-1a je
prognosticki ¢imbenik u karcinomu pluca, povezan s agresivnos¢éu tumora i rezistencijom na
kemoterapiju [102- 104]. Povecani izrazaj HIF-1a u karcinomu plu¢a povezan je s loSijim
stanjem bolesnika prema ECOG ljestvici (engl. Estern Cooperative Oncology Group), s veéim

metastatskim potencijalom tumora i kra¢im ukupnim prezivljenjem [105].

Dosad objavljene studije o povezanosti izrazaja HIF-1a s nakupljanjem FDG-a u tumoru

nisu dale jednoznacne rezultate [106].
1.4. GLUT1, HIF-1 i PET/CT u naj¢eséim tipovima NSCLC

Procjena za 2023. godinu po kojoj je karcinom pluca vodeci uzrok smrti od zlo¢udnih
tumora ukazuje na trajni znacaj tog globalnog zdravstvenog problema. U NSCLC-u na
prognozu bolesti uz ostale ¢imbenike utjecu tip karcinoma 1 hipoksija kao zna€ajno obiljezje
tumorskog mikrookoliSa. U dostupnoj literaturi nismo nasli istraZivanje u kojem bi se u
adenokarcinomu 1 karcinomu plocastih stanica na operativnom materijalu istrazivao
metabolizam glukoze na nacin da se analizira izrazaj GLUTI, HIF-la i HIFIA mRNA u
primarnom tumoru i GLUT1 u lokalnom metastatskom limfnom ¢voru te usporede medusobno

1 s preoperativnom vrijedno$¢u SUVmax tumora, patolo§kim stadijem i mjerama ishoda.
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2.CILJEVI I HIPOTEZE
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2.1. Ciljevi istrazivanja

1. Imunohistokemijski analizirati izrazaj GLUT1 1 HIF-loa u primarnom tumoru i izrazaj
GLUTI u metastatskom limfnom ¢voru i usporediti prema ispitivanim tipovima NSCLC-a.

2. Metodom gqPCR kvantificirati HIFIA mRNA u primarnom tumoru i utvrditi postoji li razlika
izmedu ispitivanih tipova NSCLC-a.

3. Izrazaj GLUTI i HIF-la u primarnom tumoru usporediti s preoperativnom vrijednoS¢u

SUVmax u tumoru i svim prac¢enim klini¢kim i patoloskim pokazateljima.

2.2. Hipoteze istraZivanja

Adenokarcinom i karcinom pluca plocastih stanica imaju razli¢it metabolizam glukoze,
Sto se ocituje u razlici uizrazaju GLUT1, HIF-1a i HIFIA mRNA u primarnom tumoru i izrazaju
GLUT1 u metastatskom limfnom ¢voru.

Izrazaj GLUTI1 1 HIF-la u primarnom tumoru povezani su S preoperativnom

vrijedno$¢u SUVmax tumora i s patoloskim stadijem bolesti.
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3. METODE
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3.1. Organizacija istraZzivanja

Istrazivanje je provedeno na Klinickom zavodu za patologiju, sudsku medicinu i
citologiju Klini¢kog bolni¢kog centra (KBC) Split, u Klinici za pluéne bolesti KBC-a Splitiu
Laboratoriju poslijediplomskog doktorskog studija "Biologija novotvorina"pri Medicinskom
fakultetu Sveucilista u Splitu. Voditeljica istrazivanja je doc. dr. sc. Sandra Zeki¢ Tomas, dr.
med. U istrazivanju sudjeluju pristupnica, Ante Striki¢, dr. med., dr. sc. Marin Ogorevc, dr.

med., Nela Kelam, mag. educ. biol. et chem., Martina Vukoja, dr. med. i Ivo Dilber, dr. med.

S obzirom na namjenu, istrazivanje je primjenjeno, prema specificnom ustroju
presjeceno, a prema nacinu dobivanja podataka opservacijsko. Hodogram istrazivanja je
prikazan na Slici 9.

HODOGRAM ISTRAZIVANJA

Uloga GLUT1 i HIF-1a u metabolizmu karcinoma pluda.

Pl
| 1. Analiza problematike istraZivanja i dosada3njih saznanja — strategija pretraZivanja literature
2. Formiranje hipoteze i plana istrazZivanja

3. Odobrenje eti¢ckog povjerenstva

o

4. Prikuplianje materijala za analizu
5. Prikupljanje podataka

6. Formiranje ispitivanih skupina prema kriterijima ukljucenja i isklju€enja

> N

7. Patohistolo$ka dijagnostika primarnog ne-sitnostani¢nog karcinoma pluca te limfnih ¢vorova

8. Prikaz i statisticka rai¢lamba podataka

9. preuzimanje podataka o SUVmax iz

i 9. razdioba oboljelih prema histoloskom tipu ne-
povijesti bolesti

sitnhostani€¢nog karcinoma pluda (adenokarcinom:
34) (planocelularni karcinom: 14) _analiza izrazaja GLUT1 te HIF-1a

- patohistolo3ka analiza primarnog tumora te (protein, mRNA)

operiranih limfnih ¢vorova

- prikupljeni deskriptivni podaci iz povijesti bolesti ) S—

10. Tumacenje rezultata

11. Obrada podataka i pisanje znanstvenog rada )

Slika 9. Hodogram istrazivanja.

Istrazivanje je provedeno u skladu sa svim vaZe¢im 1 primjenjivim svjetskim
smjernicama 1 preporukama. Dobiveni podaci koristili su se isklju¢ivo u istrazivacke svrhe i

bez navodenja osobnih podataka o bolesnicima. Podaci uneseni u racunalni sustav bili su na
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raspolaganju isklju¢ivo ¢lanovima istrazivackog tima i ¢lanovima Etickog povjerenstva KBC

Split koje je odobrilo istrazivanje (2181-147/01/06/M.S.-22-02).
3.2. Ispitanici i uzorci

U studiju je ukljuceno 48 ispitanika s NSCLC-om operiranih na Zavodu za torakalnu

kirurgiju Klinike za kirurgiju u KBC-u Split od 1. veljace 2013. do 31. svibnja 2018. godine.
Ukljuceni su ispitanici kojima je uradena parcijalna ili totalna lobektomija s medijastinalnom
limfadenektomijom, imali su preoperacijski nalaz PET/CT-a 1 potpunu medicinsku
dokumentaciju te dostupan parafinski blok tumorskog tkiva i metastatskog limfnog ¢vora. 1z
studije su isklju€eni ispitanici s drugim rakom pluca, koji nisu imali dostupan parafinski blok
tumorskog tkiva ni preoperativni PET/CT ili su primali neoadjuvantnu terapiju.
Klini¢ki podaci su prikupljeni iz arhive Klinike za plu¢ne bolesti KBC-a Split (dob, spol, datum
operacije, veli¢ina primarnog tumora, status limfnih ¢vorova i vrijednosti SUVmax). Iz arhive
Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu 1 citologiju KBC-a Split su prikupljeni
patohistoloski nalazi i parafinski blokovi tumorskog tkiva i lokalnog limfnog ¢vora. Histoloski
preparati su revidirani od strane dva patologa, a patoloski stadij bolesti odreden prema SZO
klasifikaciji tumora iz 2021. godine [107].

Posljednji dan klinickog pracenja bio je 1. sijecnja 2019. godine. Pracenje je trajalo 71
mjesec, prosjek 36 mjeseci, a medijan 34 mjeseca. Opce prezivljenje je izraCunato od datuma
dijagnoze do datuma smrti od bilo kojeg uzroka ili na posljednji dan pracenja, kad je status

"y

bolesnika cenzoriran kao "ziv" ili "mrtav".

3.3. Postupci
3.3.1. Imunohistokemijski protokol

1z parafinskih blokova tumorskog tkiva i limfnog ¢vora su izrezani preparati debljine 3
pm na mikrotomu, montirani na predmetnice (Thermoscientific, Germany) i strojno obojani u
automatskom bojacu (Ventana UltraBenchmark, Ventana Roche, Tucson, Arizona, USA).
Rabljeno je primarno monoklonalno misje protutijelo GLUT1 klon SPM498, (Novus
Biologicals, Ab-ingdon, UK) 1 vizualizacijski kit Ultra View Universal DAB detection kit
(Ventana, Tucson, Arizona, USA). Pozitivna reakcija bila je smede citomplazmatsko 1/ili

membransko obojenje, a vanjska pozitivna kontrola trofoblast posteljice.

Imunohistokemijski izrazaj GLUT1 je odreden HSCORE metodom prema formuli
HSCORE=X Pi (i+1), gdje je i=intenzitet obojenja odreden kao 1 (slab), 2 (umjeren) i 3 (jak),
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a Pi je postotak obojenja stanica karcinoma pluc¢a za svaki intenzitet. Za svaki uzorak je
izabrano 10 vidnih polja velikog povecanja (VPVP). HSCORE je odreden u svakom
analiziranom polju, a kona¢ni HSCORE za svaki uzorak bio je aritmeticka sredina njihove

sume.

3.3.2. Imunofluorescencija

Iz parafinskih blokova tumorskog tkiva i metastatskog limfnog Cvora su izrezani
preparati debljine 3 pm na mikrotomu i montirani na predmetnice (Thermoscientific,
Germany). Deparafinirani su u ksilenu i rehidrirani u otopinama etanola padajucih
koncentracija do destilirane vode. Otvaranje antigena uradeno je kuhanjem u natrij citrathom
puferu (pH 6,0) na pari 30 min. Nakon 5 minuta ispiranja u fosfatima puferiranoj fizioloskoj
otopini (PBS), primijenjen je blokiraju¢i serum (ab64226, Abcam, Cambridge, UK) kroz 30
min. Potom je aplicirano protutijelo na HIF-1a (misje monoklonalno protutijelo, sc-13515,
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, SAD) razrijedeno 1:50 i ostavljeno preko noci
poklopljeno u hladnjaku. Nakon dvostrukog ispiranja PBS-om, aplicirano je Alexa Fluor®488
AffiniPure protu-mi§je protutijelo (715-545-150, Jackson Immuno Research Laboratories, Inc.,
Baltimore, PA, SAD) u razrjedenju 1:300 jedan sat u vlaznoj komori. Nakon tri ispiranja u PBS-
u, apliciran je DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) u trajanju 2 minute. Stakalca su potom isprana
destiliranom vodom, osuSena na zraku i prekrivena pokrovnicama uz pomo¢ medija za
uklapanje (ImmuMount, Thermo Shandon, Pittsburgh, PA, SAD). Izostavljanje primarnog
protutijela iz postupka bojenja je posluzilo kao kontrola specificnosti bojenja.

Uzorci su pregledani fluorescentnim mikroskopom (Olympus BX61, Tokio, Japan) i
fotografirani digitalnim fotoaparatom (Nikon Ri-D2, Nikon, Tokio, Japan) s verzijom softvera
NIS-Elements F 3.0 (Nikon, Tokio, Japan). Kako bismo kvantificirali bojenje HIF-1a,
analizirali smo 5 tehnickih replikata po uzorku. Za svaki replikat, izbrojali smo 100 stanica
karcinoma pluca 1 odredili postotak stanica koje su pokazale samo nuklearno HIF-1a bojenje,
odnosno nuklearno i/ili citoplazmatsko bojenje. Aritmeticke sredine postotka pozitivnih stanica

za svaki uzorak koriStene su u daljnjim statistickim analizama.

3.3.3. RNA izolacija i reverzna transkripcija

U 20 ispitanika je iz parafinskih blokova tumorskog tkiva izolirana RNA tumorskih
stanica na sljede¢i na¢in. U svakom parafinskom bloku je iglom okruZeno i izdvojeno po 5 mm?

tumorskog tkiva bez okolnog normalnog tkiva i nekroze, izrezano u rezove debljine 6 pm i
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pohranjeno u sterilne mikroepruvete. Izolacija RNA je provedena uporabom High Pure RNA
Paraffin kita (Cat. No. 03270289001; Roche, Svicarska) prema uputama prozvodaca. Protokol
je zapoceo deparafinizacijom, ispiranjem u Cistom etanolu i centrifugiranjem 2 minute
maksimalnom brzinom. Radi homogenizacije stanica i razgradnje proteina, osusenom talogu su
dodani Proteinaza K i pufer za lizu tkiva (engl. tissue lysis buffer). Stani¢ni lizat inkubiran je
preko no¢i. Sljedeceg dana, u lizat su dodati pufer za vezanje (engl. binding buffer) i etanol te
je otopina prebacena u spin-kolonu. Vezana RNA isprana je sa spin-kolone pomoc¢u pufera za
ispiranje (engl. elution buffer). Nakon eluiranja iz kolone, rezidualna DNA je razgradena
inkubacijom eluata s DNazom L.

Za mjerenje ukupne koncentracije RNA u svakom uzorku rabljen je Qubit™
Fluorometer (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). Uzorci su razrijedeni do najnize izmjerene
koncentracije RNA od 11,3 ng/uL. Reverzna transkripcija 11,3 ng/uL ukupne RNA u cDNA
izvrSena je pomocu High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-a, u skladu s uputama
proizvodaca (kat. br. 4368814, Applied Biosystems, SAD). Za naknadnu kvantifikaciju izrazaja

gena od interesa, cDNA konac¢nog volumena 20 pLL je pohranjena na -80°C.

3.3.4. qPCR

Analiza qPCR metodom je provedena na uredaju Real-Time PCR (Applied
BiosystemsFast 7500, USA) uporabom Tagman® Fast Advanced Universal Master Mix 11
(Applied Biosystems, USA) koji sadrzi AmpErase™ Uracil N-Glikozilazu (UNG) i inertnu
referentnu boju ROX. Tagman® Applied Biosystems je proizveo probe za analizu izraZaja
humanog HIFIA gena (Hs00153153 ml). Kao endogeni kontrolni gen sluzio je GAPDH (gen
za gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazu, Hs99999905_ml). Real-time PCR proveden je
uporabom 2pulL. cDNA predloska, 1 pL Tagman® probe (Applied Biosystems, USA) 1 10 L.
Tagman® univerzalnog master mix-a (Applied Biosystems, USA). Svi uzorci cDNA su uradeni
u duplikatu. Kontrolni uzorak (NTC) sadrzavao je sve komponente mastermixa i vodu bez
nukleaza umjesto cDNA uzorka. PCR protokol ukljucio je zagrijavanje uzorka 2 minute na
50°C za aktivaciju uracil-N-glikozilaze, potom 2 minute pri 95°C za aktivaciju polimeraze, s
40 amplifikacijskih ciklusa (3 sekunde na 95°C i 30 sekundi na 60°C). Komparativna Ct metoda
(2-AACt, AACY) rabljena je u relativnoj kvantifikaciji qPCR-a kako bi izracunali relativne
promjene u izrazaju ciljnog gena. Kao referentni nivo postavljena je vrijednost HIF /A gena u

adenokarcinomu.
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3.4. Statisticka analiza

Statisticka analiza je provedena pomocu GraphPad Prism 9.0.0 softvera (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Za potvrdu normalne raspodjele podataka rabljen je Shapiro-
Wilk test, a za odredivanje povezanosti Spearmanov koeficijent korelacije. Za odredivanje
statisticki znaCajne razlike u izrazaju GLUT]1 koji je procijenjen HSCORE metodom, izrazaja
HIF-1a 1 vrijednosti SUVmax u odnosu na pracene pokazatelje koriSten je Mann-Whitney U
test. Kruskal-Wallis test s Dunn post-hoc je rabljen za odredivanje razlike medu parametrima u
odnosu na stadij bolesti.

IzraCun potrebne veli¢ine uzorka proveden je koriStenjem programa koji se nalazi na
mreznoj stranici https://www.stat.ubc.ca/~rollin/stats/ssize/n2. Za izracun su rabljeni podaci iz
pilot pokusa na 20 uzoraka koji su dobiveni analizom mikrografa karcinoma pluca i izracunom
HSCORE za GLUT]I, sa sljede¢im parametrima: mul= 2,489, mu2= 3,048, sigma= 0,3808,
power=90%, p= 0.05. Za isto je dobivena najmanja potrebna veli¢ina uzorka po skupini n= 10.
S obzirom da ima viSe od 10 uzoraka po skupini, veli¢ina uzorka je primjerena. Statisticki
znacajna vrijednost je postavljena na na p<0.05. Svi podaci su prikazani kao aritmeticka sredina

sa standardnom devijacijom (SD).
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4. REZULTATI
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4.1. Klini¢ko-patoloski parametri prema tipu NSCLC-a

U istrazivanje je ukljuceno 48 ispitanika s NSCLC-om koji su bili operativno lijecenti,
32 (66,66%) muskog 16 (33,33%) Zenskog spola. Prosjecna dob je bila 64.7 godina, prosje¢na
dob muskaraca 65.7 godina, a Zena 62.,7 godina. 34 ispitanika su imali adenokarcinom 70.8%),
a 14 (29.16%) karcinom plocastih stanica. U tablici 4 je prikazana raspodjela pracenih

parametara po tipu NSCLC-a.

Tablica 4. Pra¢eni parametri ovisno o tipu NSCLC-a

NSCLC

PARAMETAR Karcinom plocastih stanica Adenokarcinom p

(N=14) (N=34)
Dob (godine) 66+ 8 64+8 0.389"
Muski spol 12 (85.7) 20 (58.8) 0.072f
Promjer tumora (mm) 39.8+20.4 42,3+23.5 0.825°
Pozitivni nodalni status 3(21.4) 13 (38.2) 0.262f
Patoloski stadij I 4 (28.6) 11(32.4)
Patoloski stadij 11 5(35.7) 6 (17.6) 0.532f
Patoloski stadij 111 5(@35.7) 13 (38.2)
Patoloski staij nepoznat 0 4 (11.8)

*Mann-Whitney U test {Hi-kvadrat test; NSCLC karcinom pluc¢a ne-malih stanica

Nije utvrdena razlika u dobi (U = 199.5; p = 0.33) 1 veli¢ini promarnog tumora (U =
102; p= 0.82) s obzirom na tip NSCLC-a. Nije utvrdena znacajna razlika u nodalnom statusu
(¢* = 1.261; p = 0.262) s obzirom na tip NSCLC. Nije utvrdena zna¢ajna razlika u raspodjeli po
patologkom stadiju bolesti (y* = 1.262; p = 0.532), ali za etiri ispitanika s adenokarcinomom

pluca nije bilo podataka.

Iako su tumori koji su metastazirali u lokalne limfne ¢vorove bili ve¢i nego tumori koji
nisu imali nodalnu metastazu, (50.4 + 22.8 mm prema 38.7 & 22.12 mm), razlika nije statistic¢ki

znacajna (U = 76; p = 0.12).
4.2. Usporedba klini¢ko-patoloskih parametara sa SUVmax primarnog tumora

U Tablici 5 je prikazana raspodjela SUVmax u primarnom tumoru s obzirom na

pracene parametre.

Tablica 5. Vrijednosti SUVmax u primarnom tumoru s obzirom na prac¢ene parametre
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Klini¢ke karakteristike

SUVmax-primarni tumor

Spol
Muskarci (N = 32) 7.81 £4.36 0.4778"
Zene (N = 16) 8.86 + 4.82
Histoloski podtip
Adenokarcinom (N = 34) 8.20+£4.27 0.6906"
Karcinom plocaatih stanica (N = 14) 8.05+5.18
Stadij tumora
I(N=15) 7.16 £4.18
0.2683"
OIN=11) 8.40 £6.12
I (N =18) 9.17 +3.83
Limfni ¢vorovi
9.80+5.51
PET/CT+ N =11)
7.33+3.74
PET/CT- (N = 35) 0.055"

*Mann-Whitney U test $Kruskal-Wallis test s nekorirgiranim Dunnovim posthoc testom

Nije bilo statisticki znacajne razlike vrijednosti SUV max po spolu (U =223; p = 0.47)

ni tipu NSCLC-a (U = 220; p = 0.69). Nije bilo znacajne razlike SUV max u primarom

tumoru s obzirom na stadije bolesti I, IT1 III (H = 2.632; p = 0.2683). Na osnovu nalaza PET-

CT-a, u 11 ispitanka su utvrdene metastaze u limfne ¢vorove, a kod dva ispitanika nismo

imali podatak. Nakupljanje FDG-a u primarnom tumoru je bilo znac¢ajno ve¢e u PET-CT

pozitivnih nego u PET-CT negativnih limfnih ¢vorova (SUVmax 9.80 + 5.51 prema SUVmax

7.33 £3.74) (U =118; p =0.055).

Analizirana je vrijednost SUVmax u PET/CT pozitivnim limfnim ¢vorovima s

obzirom na pra¢ene parametre (Tablica 6).
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Tablica 6. Vrijednosti SUVmax kod PET/CT pozitivnih limfnih ¢vorova s obzirom na pracene

parametre.
SUVmax u PET/CT pozitivhom
Parametar p
lokalnom limfnom ¢voru (N = 11)
Spol
Muskarci (N = 8) 5.41+1.78 0.3455"
Zene (N = 3) 437+1.51
Tip
Adenokarcinom (N = 4) 6.05+1.84 0.2182"
Karcinom plocastih stanica (N = 7) 4.60 +1.51
Stadij bolesti
I(N=2) 3.50+0.28 .
0.1515°
I(N=3) 4.60 £ 1.55
I (N =6) 593 +1.69

*Mann-Whitney U test $Kruskal-Wallis test s nekorirgiranim Dunnovim posthoc testom

Nesto je veca vrijednost SUVmax u adenokarcinomu nego u karcinomu plocastih stanica, bez
statisticke zna€ajnosti (U = 7; p = 0.2182). Nema znacajne razlike u nakupljanju FDG-a u
PET/CT pozitivnim limfnim ¢vorovoma s obzirom na spol (U = 7; p = 0.345). Iako nakupljanje
FDG-a u limfnom ¢voru raste s viSim stadijem bolesti, razlika nije satisti¢ki znacajna (H =

3.842; p =0.15).

Vrijednost SUVmax tumora je povezana s veli¢inom tumora (Spearmanova korelacija,
r = 0.4705; p = 0.0043). Dob pokazuje trend negativne povezanosti s vrijednoS¢u SUVmax
tumora, bez statisticke znacajnosti (Spearmanova korelacija, r = -0.0969; p = 0.5123). Nije
utvrdena znacajna razlika u nakupljanju FDG-a u primarnom tumoru s obzirom na histoloski

nodalni status, 7.21 + 3.89 prema 8.63 + 4.76 (U = 210.5; p = 0.326).
4.3. Izrazaj GLUT1 proteina u NSCLC-u

U Tablici 7 prikazana je povezanost izrazaja GLUT1 u primarnom tumoru s pracenim
parametrima. U karcinomu plocastih stanica je izrazaj GLUT-1 znacCajno veci nego u
adenokarcinomu, 3.05 + 0.38 prema 2.49 + 0.38 (U = 66.5; p<0.0001) (Slika 8). Nije nadena
statistiCki znacajna razlika u izraZzaju GLUT]1 s obzirom na spol (U = 207; p = 0.2896) i stadij
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bolesti (H=0.757; p=0.5928). Izrazaj GLUT1 u primarnom tumoru je ne$to ve¢i u karcinomu
s PET-CT pozitivnim limfnim ¢vorom nego s PET-CT negativnim limfnim ¢vorom, 2.87 + 0.4

prema 2.59 £ 0.46, bez statisticke znacajnosti (U = 130; p = 0.1096).

Tablica 7. Vrijednost izrazaja GLUT1 u primarnom tumoru s obzirom na pracene parametre.

PARAMETAR GLUT1- primarni tumor P
Spol
Muskarci (N=32) 2.71 £0.48 0.2896"
Zene (N=16) 2.53+0.39
Tip
Adenokarcinom (N=34) 2.49+0.38 .
<0.0001
Karcinom plocastih stanica
3.05+0.38
(N=14)
Stadij tumora
I (N=15) 2.57+0.45 .
0.5928
II (N=11) 2.70 £ 0.37
I (N=18) 2.75+0.50
Limfni ¢vorovi
PET/CT pozitivan (N=11) 2.87+0.40
0.1096"
PET/CT negativan (N=35) 2.59+0.46

*Mann-Whitney U test $Kruskal-Wallis test s nekorirgiranim Dunnovim posthoc testom
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primarni tumor metastaza

adenokarcinom

planocelularni karcinom

Slika 10. Prikaz morfologije 1 izrazaja GLUT1 karcinoma pluca. Tipi¢na Zljezdana
morfologija u primarnom tumoru (a) i metastazi u lokalni limfni ¢vor (¢) u adenokarcinomu
plu¢a. Slab /negativan izrazaj GLUTI1 u stanicama primarnog tumora i slab citoplazmatski
izrazaj GLUT1 u metastatskom limfnom c¢voru (b, d). Tipi¢na morfologija karcinoma
plocastih stanica u primarnom tumoru (e) i metastatskom limfnom c¢voru (g). Stanice
primarnog tumora i metastatskog limfnog ¢vora pokazuju jaki membranski izrazaj GLUT1 (f,
h). HE (a, ¢, €, g); GLUT1/HRP (b, d, f, h).

Povezanost izrazaja GLUT1 u metastatskom limfnom ¢voru s pra¢enim pokazateljima

prikazana je u Tablici 8.
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Tablica 8. Povezanost izrazaj GLUT1 u metastatskom lokalnom limfnom ¢voru s pra¢enim

parametrima.
IZRAZAJ GLUTI
PARAMETAR Metastatski limfni ¢vor P
Spol
Muskarci (N = 10) 2.74 £0.54 0.0577"
Zene (N = 6) 222+0.22
Histoloski tip
Adenokarcinom (N = 13) 2.39+0.37 0.0196"
Karcinom plocastih stanica (N = 3) 3.22+£0.51
Stadij tumora
I(N=4) 2.57+0.48 0.6545"
NI (N=28) 2.76 £0.52
Limfni ¢vorovi
PET/CT pozitivni (N = 4) 2.57+0.18 »
PET/CT negativni (N = 12) 2.53+0.58 0.6621"

*Mann-Whitney U test

Izrazaj GLUT1 u metastatskom limfnom ¢voru je znacajno vec¢i u karcinomu plocastih stanica
nego u adenokarcinomu (U = 3; p = 0.0196). Izrazaj GLUT1 je ve¢i u muskaraca nego u Zena
sa statisticki grani¢nom razlikom (U = 12.5; p = 0.0577). Izrazaj GLUT1 u metastatskom
limfnom ¢voru nije povezan sa stadijem bolesti (U = 13; p = 0.6545). Nije utvrdena razlika u
izrazaju GLUT1 s obzirom PET/CT pozitivne 1 PET/CT negativne limfne ¢vorove (U = 20; p
=0.6621).

Izrazaj GLUT1 u tumoru je pozitivno povezan s izrazajem GLUT1 u metastatskom limfnom
¢voru (Spearmanova korelacija, r = 0.6504; p = 0.0078). Izrazaj GLUT1 u tumoru i
metastatskom limfnom ¢voru pokazuje trend pozitivne povezanosti sa SUVmax u tumoru bez
statistiCke znacajnosti (Spearmanova korelacija, r = 0.2859; p = 0.0670 odnosno r = 0.341; p =
0.1947). Nije utvrdena povezanost izmedu izrazaja GLUTI u tumoru 1 veliine primarnog
tumora (Spearmanova korelacija, r = -0.0208; p = 0.9058). Nije utvrdena znacajna razlika u
izrazaju GLUT1 u primarnom tumoru s obzirom na pozitivni i negativni nodalni status, 2.65 +

0.51 prema 2.65 + 0.44 (U = 240; p = 0.7332). Postoji trend negativne povezanosti izmedu dobi
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1 izrazaja GLUT1 u primarnom tumora, bez statisticke znacajnosti (Spearmanova korelacija, r

=-0.0252; p = 0.8647).

4.4. Izrazaj HIF-10 proteina u NSCLC

Povezanost izrazaja HIF-1a s klini¢kim i patoloSkim parametrima prikazana je u

Tablici 9.

Tablica 9. Povezanost izrazaja HIF-1a s pracenim parametrima

IZRAZAJ HIF-1
PARAMETAR nuklearni p nuklearni p
/citoplazmatski
Spol
Muskarci (N =12) | 51.25+38.33 | 0.086* 65.33 £26.31 0.0089*
Zene (N=8) | 11.00 + 10.56 26.20 + 22.85
Tip
Adenokarcinom (N =10) | 14.11 £ 18.16 | 0.0025* 34.33£22.02 0.0038*
Karcinom plocastih stanica (N = | 66.44 + 30.81 74.33 +£22.66
10)
Stadij tumora
I(N=7) | 23.40+£36.98 38.20 £31.59
II(N=6)|53.80+44.65 |0.7239° 61.00 £39.17 0.68921
NI (N=7) | 37.83+35.32 57.83 +24.80
Limfni ¢vorovi
PET/CTpozitivni (N =5) | 85.50 +2.08 0.0121* | 88.50 +2.38 0.0071*
PET/CT negativni (N =15) | 25.50 + 31.89 42.92 +28.27

*Mann-Whitney U test $Kruskal-Wallis test s nekorirgiranim Dunnovim posthoc testom

U karcinomu plocastih stanica je postotak tumorskih stanica koje nuklearno ili
nuklearno/citoplazmatski izraZzavaju HIF-1a bio znacajno vec¢i nego u adenokarcinomu (U =
7; p = 0.002 odnosno U = 7; p = 0.0038) (Slika 11). Tumori s PET/CT pozitivnim limfnim
¢vorovima su 1imali znaCajno vecéi postotak tumorskih stanica s nuklearnim 1
nuklearnim/citoplazmatskim izraZzajem HIF-1a nego tumori s PET/CT negativnim limfnim

¢vorovima (U =4; p=0.0121 odnosno U = 3; p=0.0071).
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Slika 11. Izrazaj HIF-la u karcinoma plu¢a. Sl-stadij I, S2-stadij II, S3-stadi III. U
adenokarcinomu pojedinacne tumorske stanice pokazuju citoplazmatski izrazaj HIF-la
(strelica), a rijetke nuklearni izrazaj (vrh strelice). Ve¢ina tumorskih stanica u karcinomu
plocastih stanica pokazuje intenzivni nuklearni izraZaj HIF-1a (vrh stanice). Imunoflorescentno
bojanje HIF-1a; slike su uvec¢ane 400x; ljestvice predstavljaju 100 pum. Grafovi predstavljaju
srednju vrijednost HIF-1a pozitivnih stanica; standardnom devijacijom je prikazana pogreska;

*4p<0.01.

Nije utvrdena statisticki zna¢ajna razlika u nuklearnom izrazaju HIF-1a u primarnom
tumoru u ispitanika s utvrdenim nodalnim metastazama u usporedbi s ispitanicima s
negativnim nodalnim statusom, 51 £ 36.52 prema 34.58 + 38.18 (U = 24.5; p = 0.5923). Isto
tako, nuklearni/citoplazmatski izrazaj HIF-1a nije se razlikovao u ispitanika s pozitivnim i
negativnim nodalnim statusom, 63.4 + 32.46 prema 49.83 £ 30.51 (U = 26; p = 0.7038). Nije
utvrdena znacajna razlika u nuklearnom izrazaju HIF-1a s obzirom na spol (U = 13.5; p =
0.0860). Nuklearno/citoplazmatski izrazaj HIF-1a u tumoru je znacajno ve¢i u musSkaraca

nego u zena (U = 6; p = 0.0089). Postoji pozitivna poveznost izmedu nuklearnog i
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nuklearnog/citoplazmatskog izrazaja HIF-1o u primarnom tumoru (Spearmanova korelacija, r
= 0.8766; p< 0.0001). S obzirom na tip karcinoma, znacajna povezanost postoji samo u
karcinomu plocastih stanica (Spearmanova korelacija, r = 0.9222; p = 0.0024), ali ne i u

adenokarcinomu (Spearmanova korelacija, r = 0.479; p = 0.1939).

Dokazana je pozitivna povezanost izmedu nuklearnog i nuklearnog/citoplazmatskog
izrazaja HIF-1a s izrazajem GLUT1 (Spearmanova korelacija, r = 0.508; p = 0.0392 odnosno
r = 0.4856; p = 0.0498). Postoji trend negativne povezanosti nuklearnog izrazaja HIF-1a 1
nuklearnog/citoplazmatskog izrazaja HIF-1a sa SUVmax u primarnom tumoru (Spearmanova
korelacija, r=-0.1301; p=0.6165, odnosno r =-0.0797; p = 0.7602). Nije utvrdena povezanost
nuklearnog i nuklearnog/citoplazmatskog izrazaja HIF-1 s dobi (Spearmanova korelacija, r =
0.2563; p = 0.3176, odnosno r = 0.3294; p = 0.1952) i veli¢inom primarnog tumora
(Spearmanova korelacija, r = 0.0828; p = 0.7864, odnosno r = 0.1843; p = 0.5442). Nuklearni
i nukearni/citoplazmatski izrazaj HIF-1a nisu bili zna¢ajno razli€iti u stadijima bolesti (H =

0.694; p = 0.7239 odnosno H = 0.816; p= 0.6892).
4.5. HIF-1A mRNA u NSCLC-u

Usporedbom vrijednosti SUVmax primarnog tumora s izrazajem HIF-14 mRNA nije

utvrdena statisticki znac¢ajna povezanost (p= 0.1642).

Na slici 12 je graficki prikazana usporedba izrazaja HIF 1A mRNA u tumorskom tkivu

ispitanika s adenokarcinomom i karcinomom plocastih stanica.
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Slika 12. Izrazaj HIF14A mRNA u tumorskom tkivu ispitanika s adenokarcinomom i

karcinomom plocastih stanica.

U adenokarcinomu je promjena izrazaja HIF-1A gena bila 1.057+ 0.3674, a u karcinomu
plocastih stanica 1.406 + 0.923 te nije utvrdena statisticki znacajna razlika (t-test; t = 1.111; p
=0.2812).

4.6. Osjetljivost i specificnost CT-a i PET/CT nalaza

Od 16 ispitanika koji su imali morfoloski dokazanu metastazu u lokalne limfne
¢vorove, samo Cetvero su po PET/CT-u imali nodalni pozitivitet. Od 11 ispitanika koji su imali
PET/CT-om pozitivne limfne ¢vorove, samo u tre¢ine je morfoloski potvrdena nodalna
metastaza. S druge strane, po nalazima CT-a ispravno je utvrdeno 40% metastatskih limfnih
¢vorova. Nasi rezultati odgovaraju praksi u kojoj je CT osjetljiviji 1 ima vecu pozitivhu
prediktivnu vrijednost od PET/CT, koji je specifi¢niji. Oba nalaza imaju sli¢énu negativnu

prediktivnu vrijednost. Podudarnost izmedu nalaza CT-a i nalaza PET/CT-a je oko 80%.
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Adenokarcinom i karcinom plu¢a ploc€astih stanica imaju razliCite morfoloske i
molekularne karakteristike i tipi¢nu klinicku prezentaciju, a prema novijim studijama i razlicit
metabolizam, prvenstveno glukoze [60, 63, 64, 70]. GLUT1 i HIF-la su znacajni u
metabolizmu zdravih i zlo¢udnih stanica pa je nakupljanje FDG-a u tumoru klinicka
prezentacija Warburgovog fenomena. Analizom povezanosti navedenih pokazatelja pokusali
smo na operativhom materijalu karcinoma pluéa i metastatskog limfnog ¢vora ustanoviti razliku
u metabolizmu glukoze dva najces¢a tipa NSCLC-a. Prema Goodwinu i suradnicima,
metabolizam karcinoma pluca plocastih stanica se, za razliku od adenokarcinoma, temelji na
glikolizi. Povecan izrazaj GLUT1 u karcinomu pluca plocastih stanica je povezan s olakSanim
unosom glukoze u stanice i pove¢anim nakupljanjem FDG-a. Zanimljivo je da farmakoloska
inhibicija glikolize uzrokuje supresiju rasta karcinoma pluc¢a plocCastih stanica, ali ne i
adenokarcinoma. Moguc¢e da adenokarcinom, osim metabolizma glukoze, ima druge

mehanizme za odrZavanje bioenergije, viabilnosti i proliferacije stanica. [63].

Analizom nakupljanja glukoze u tumoru i lokalnim limfnim ¢vorovima, utvrdili smo
nesto vecu vrijednost SUVmax kod adenokarcinoma nego karcinoma plocastih stanica, ali bez
statisticke znacajnosti. Brojnim studijama neki autori takoder nisu nasli razliku, a drugi su
nasli veéu vrijednost SUVmax u karcinomu plocastih stanica [63, 108- 113]. Chiu sa
suradnicima je utvrdio da solidni podtip adenokarcinoma plu¢a poveéano nakuplja FDG-u
[114]. Opisana je povezanost izmedu nakupljanja FDG-a i proliferacije karcinoma, odnosno
vremena udvostruc¢enja volumena tumora. Stupanj diferencijacije, a ne samo histoloski podtip,
utjeCu na nakupljanje FDG-a u tumoru [115- 117]. Slabo diferencirani tumori imaju zna¢ajno
vecu vrijednost SUVmax, nego dobro diferencirani tumori [115, 117]. Adenokarcinom ima
veéi metastatski potencijal i losiji DFS od karcinoma plocastih stanica, iako je povecano
nakupljanje FDG-a, koje se smatra se prognosticki nepovoljnim ¢imbenikom,
karakteristi¢nije za karcinom pluca plocastih stanica [60]. Ove Cinjenice sugeriraju da se
PET/CT treba interpretirati u kontekstu histoloskog tipa NSCLC-a [112]. Razlika u afinitetu
prema nakupljanju FDG-a u adenokarcinomu i karcinomu plocastih stanica je dodatna
prednost neinvazivne PET/CT metode jer bi mogla pruziti utemeljenu pretpostavku o kojem
se tipu NSCLC radi [112, 118- 121]. Vrijednost SUVmax povezana je s proliferacijom
tumorskih stanica i vremenom udvostru¢enja volumena tumora. Vise vrijednostt SUVmax
nalaze se u tumorima veceg volumena i izraZenije proliferacije stanica [116]. Adenokarcinom
ima znacajno sporiji rast od karcinoma plu¢a plocastih stanica i medijan vremena

udvostrucenja volumena je 249-258 dana prema 81-131 dan [62, 122].
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Izrazaj GLUT1 utjeCe na nakupljanje FDG-a i moguce utjece na razlike izmedu dva
tipa NSCLC-a. Kod karcinoma plocastih stanica se GLUT1 nalazi na membrani tumorskih
stanica i olakSava unos FDG-a, dok se u adenokarcinomu nalazi u citoplazmi. To upuéuje da
zaklju€ak da izrazaj i smjeStaj GLUT1 imaju utjecaj na nakupljanje FDG-a [123]. Ito sa
suradnicima je utvrdio manji izrazaj GLUTI1 uz posljediéno manju vrijednost SUVmax u
adenokarcinomu nego u karcinomu plocastih stanica [110]. Studije su vecinom utvrdile
pozitivnu povezanost izmedu nakupljanja FDG-a i izrazaja GLUT1 u karcinoma pluca,
osobito NSCLC [68, 78, 124]. Neki autori nasli su da je pozitivan izrazaj GLUT1 povezan s
povecanim nakupljanjem FDG-a samo u adenokarcinomu [70, 124]. U nasim rezultatima
pokazan je trend pozitivne povezanosti izmedu nakupljanja FDG-a i izrazaja GLUT1 u
primarnom tumoru i metastatskom limfnom ¢voru, ali bez statisticke znacajnosti, moguce
zbog malog uzorka. Marom 1 suradnici takoder nisu nasli statisti¢ki znacajnu povezanost
izmedu izraZzaja GLUTI i nakupljanja FDG-a u NSCLC-u na uzorku potencijalno operabilnih
bolesnika u ranim stadijima bolesti. Zasigurno postoje i drugi ¢imbenici koji utjecu na

nakupljanje FDG-a, a ne samo prijenosnici glukoze [125].

U brojnim studijama utvrdena je pozitivna a povezanost izmedu veli¢ine primarnog
tumora i vrijednosti SUVmax [126, 111, 113, 117, 127, 128]. U naSoj studiji je ta povezanost
potvrdena. Xu sa suradnicima je na animalnom modelu istrazio povezanost izmedu
nakupljanja FDG-a, veli¢ine tumora pluca, izrazaja GLUT 1 HIF-1a. Utvrdio je povezanost
svih navedenih parametara, a najjaci korelacijski koeficijent bio je s veli¢inom tumora [129].
Budu¢i su adenokarcinomi u nasoj studiji bili veéi nego karcinomi pluca plocastih stanica,
povecano nakupljanje FDG-a moglo bi biti posljedica njihova vec¢eg volumena. U tumorskom
tkivu 1 periferiji, nalaze se ne-tumorske upalne i stromalne stanice. Nije poznato kolika je
potros$nja glukoze tih stanica i utjecaj na nakupljanje FDG-a u tumoru. Mijeloidne stanice i T
limfociti troSe glukozu u vecoj mjeri nego tumorske stanice [130]. Stoga su nuzne studije
kojima bi se utvrdilo koliki dio od ukupnog nakupljanja FDG-a otpada na nakupljanje u

tumorskim stanicama, koliki na tumorski mikrookolis§ [131].

U naSem istraZivanju nije bilo znaajne razlike u nakupljanju FDG-a u primarnom
tumoru ni po spolu niti po stadiju bolesti, a takvi su rezultati i nekih drugih studija [108, 132].
Medutim, Qiang i suradnici i Lee-a i suradnici su nasli znac¢ajno vecu vrijednost SUVmax u
muskaraca, S$to su povezali s ve¢im udjelom pusaca cigareta medu muskom populacijom [115,

126, 133].
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Kako je nakupljanje FDG-a jedan od pokazatelja agresivnosti NSCLC-a, istrazena je
povezanost SUVmax tumora sa statusom limfnih ¢vorova, no bez jednozna¢nih rezultata [108,
134]. U nasem, relativno malom uzorku, nismo utvrdili statisti¢ki znacajnu povezanost, ali je
je bio pozitivan trend povezanosti SUVmax primarnog tumora s pozitivnim limfnim
¢vorovima. Higashi i suradnici su utvrdili da je nakupljanje FDG-a znaajan prediktor
mestastaza u limfne ¢vorove [135]. Nambu i suradnici su u bolesnika s vrijednos¢u SUVmax
tumora ve¢om od 12 utvrdili prisutnost metastaza u limfne ¢vorove u 70% slucajeva [136].
Qiang i suradnici su pretpostavili moguénost metastaza u limfne ¢vorove u 22.5% bolesnika
ako je vrijednost SUVmax tumora bila ve¢a od 7, a u 4% bolesnika ako je SUVmax bio manji
od 7. Autori zakljucuju kako je vrijednost SUVmax rizi¢an ¢imbenik za metastaze u limfne
¢vorove [126]. Suarez-Pinere i suradnici opisali su kao iznimku bolesnika ¢iji je primarni
tumor imao vrijednost SUVmax 0.5, a ve¢ je imao N2 status limfnih ¢vorova [137]. Moguce
objasnjenje razlicitih rezultata je razlicita veli¢ina uzorka i tipova NSCLC-a. Naime, opre¢ni
su rezultati studija o ucestalosti metastaza u limfne ¢vorove ovisno o histoloskom tipu [108].
Ozgul 1 suradnici smatraju da je ucestalost metastaza u limfne C¢vorove veca kod
adenokarcinoma nego karcinoma pluca plocastih stanica [113]. U radu Suarez-Pinere i
suradnika nije istaknuta razlika u metastaziranju u lokalne limfne ¢vorove ovisno o tipu

NSCLC-a [137].

Utvrdili smo zna€ajno vecu vrijednost GLUT1 u karcinomu pluca plocastih stanica
nego u adenokarcinomu. Taj rezultat je u skladu s brojnim studijama, no ovdje je prvi put u
imunohistokemijskoj analizi GLUT1 primjenjena precizna semikvantitativna HSCORE metoda
[63, 77, 138, 139]. Izrazaj GLUT1 u primarnom tumoru je pozitivho znafajno povezan S
izrazajem GLUT1 u metastatskom limfnom ¢voru. IzraZzaj GLUT]1 je u zna¢ajno ve¢i u nodalnoj
metastazi karcinoma pluca plo€astih stanica nego nodalnoj metastazi adenokarcinoma. Prema
literaturi, izrazaj GLUT1 je povezan s metastazama u limfne ¢vorove u bolesnika s karcinomom
pluca, ali postoji razlika ovisno o histoloskom tipu [64, 140]. Ta razlika ukazuje na metaboli¢ku
heterogenost ova dva najceS¢a tipa NSCLC-a [141]. Ito i suradnici su utvrdili znacajnu
povezanost izmedu izrazaja GLUT1 i metastaza u limfne ¢vorove u NSCLC, ali ne u bolesnika
s karcinomom plocastih stanica [141]. U naSoj studiji nismo utvrdili statisticki zna¢ajnu razliku
uizrazaju GLUT1 u primarnom tumoru s obzirom na lokalni nodalni status koji je bio pozitivan

u 16 ispitanika, x s adenokarcinomom ik y s karcinomom plocastih stanica.

Utvrdili smo da je izrazaj GLUT1 u primarnom tumoru i u metastatskom limfnom

¢voru veci u muskaraca nego u zena te kod viSeg stadija nego u nizeg stadija, ali bez statisticki
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znacajne razlike. Izrazaj GLUT]1 je bio ve¢i kod PET/CT-om pozitivnih, nego kod negativnih
limfnih ¢vorova, bez statisticki znacajne razlike. U velikoj meta-analizi 1665 bolesnika s
NSCLC-om, Zhib Tan i suradnici su utvrdili znac¢ajno vece vrijednosti GLUT1 u muskaraca i
u vi$im stadijima bolesti [138]. Autori su pozitivnu povezanost GLUT1 s veli¢inom tumora i
viS§im stadijem bolesti objasnili povecanom energetskom potrebom i posljedicno povecanim

metabolizmom glukoze [138].

Pozitivna povezanost izrazaja GLUT1 s muskim spolom nalazi se u drugim studijama [92,
139, 142]. Moguce objasnjenje je puSenje, navika ¢eS¢a u muskaraca, koje je takoder pozitivno
povezano s izrazajem GLUTI [92, 142]. Nikotinski produkti djeluju¢i preko nikotin-
acetilkolinskih receptora aktiviraju metaboli¢ke puteve u kojima sudjeluju HIF-1oa i GLUT1

[143].

HIF-1a se uz GLUT1 moze smatrati endogenim biljegom hipoksije pa razlicit izrazaj
HIF-1a u tipovima NSCLC sugerira metaboli¢ku heterogenost izmedu karcinoma plocastih
stanica i adenokarcinoma [144]. U na$oj studiji je postotak tumorskih stanica koje nuklearno
i nuklearno/citoplazmatski izrazavaju HIF-1a bio znacajno veci u karcinomu plocastih stanica
nego u adenokarcinomu, §to je sukladno rezultatima drugih studija [145, 146]. Razlog tome
je veca hipoksija u karcinomu plocastih stanica nego u adenokarcinomu [145, 147]. U
adenokarcinomu su pojedine stanice imale umjereni/ intenzivni citoplazmatski izrazaj HIF-
la, a poneka slabi nuklearni izrazaj. U karcinomomu plocastih stanica u veéini zlo¢udnih
stanica je naden intenzivni nuklearni izrazaj HIF-la. Yuan 1 suradnici su nasli uglavnom
nuklearni izrazaj HIF-1a u tumorskim stanicama NSCLC-a [148]. Swinson i suradnici su
analizirali izraZaj HIF-1a u tumorskom tkivu 172 bolesnika operirana zbog NSCLC-aiu 101
slu¢aju utvrdili nuklearni izrazaj HIF-1a [145]. Nasuprot tome, Wang i suradnici te Chen i

suradnici nasli su veci citoplazmatski izrazaj HIF-1a u NSCLC-u [149, 150].

Imunohistokemijsi dokazanu razliku u izrazaju HIF-la izmedu karcinoma pluca
plocastih stanica 1 adenokarcinoma nismo potvrdili na razini HIF-IA mRNA. Sli¢nu
nepodudarnost opisali su Shakeri i suradnici, dok su Yohen i suradnici uspjeli potvrditi
povezanost izmedu HIF-1a 1 HIF-1A mRNA [151, 152]. Mogude objasnjenje razlike u HIF-
1A mRNA i imunohistokemijskog izrazaja HIF-1a je vrlo brza denaturacija proteina nakon
resekcije tkiva 1 relativna nepreciznost imunohistokemijske metode. Drugo moguce
objasnjenje je da izrazaj mRNA reflektira izloZzenost Cimbenicima rasta iz tumorskih stanica

[152].
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Izrazaj HIF-1a nije bio povezan s dobi bolesnika, velicinom primarnog tumora i

stadijem bolesti. Rezultati drugih studija sukladni su nasima [102, 150, 153, 154].

Nuklearni izrazaj HIF-1a u tumorskim stanicama ne pokazuje razliku po spolu, ali je
zato nuklearni/citoplazmatski izrazaj HIF-1a statisticki znacajno vec¢i u muskaraca nego u
zena. Moguce objaSnjenje je, kao i s nakupljanjem FDG-a i izrazajem GLUTI, puSenje
cigareta u cemu prednjace muskarci. Naime, od ranije je poznata snazna poveznica izmedu
hipoksije, izrazaja HIF-la 1 puSenja cigareta. Na mi§jem modelu utvrdeno je povecano
prepisivanja gena HIF-IA pri izlozenosti lipopolisaharidima i dimu cigareta [155]. Ima,
medutim, studija u kojima nije utvrdena povezanost izrazaja HIF-1a s muskim spolom [145,

150, 154].

Yang i suradnici su utvrdili povecani izrazaj HIF-1a u bolesnika s NSCLC-om i
znacajnu povezanost s invazijom i stadijem tumora [156]. Povezanost s tim nepovoljnim
pokazateljima ne iznenaduje jer HIF-1a inhibira apoptozu zlocudnih stanica i potice izrazaj
VEGF, GLUTI 1 drugih antiapoptoticnih ¢imbenika, a HIF-1 preko VEGFR2, TGFp i
endotelina-1 inducira neovaskularizaciju i povecanje permeabilnosti krvnih zila [154, 157].
Gu i suradnici te Swinson i suradnikei su utvrdili statisti¢ki znacajnu pozitivnu povezanost
izrazaja HIF-1a s veli¢inom primarnog tumora, a Rene i suradnici u meta- analizi povezanost
HIF-1a sa stadijem bolesti [145, 153, 158]. Karetsi sa suradnicima je utvrdio statisticki
znacajnu povezanost izrazaja HIF-1a s veli¢inom tumora (T stadij) u adenokarcinomu, ali ne
i u karcinomu plocastih stanica [102]. U naSem istraZivanju je nuklearni 1
nuklearni/citoplazmatski izrazaj HIF-1a bio ve¢i u NSCLC s pozitivnim nodalnim statusom
nego u u NSCLC s negativnim nodalnim statusom, ali bez statistic¢ki znacajne razlike. Swinson
sa suradnicima takoder nije utvrdio povezanost izrazaja HIF-la s metastazama u limfne
¢vorove [145]. Takasaki 1 suradnici su dokazali povezanost izrazaja HIF-1a s diferencijacijom
tumora 1 pozitivhim nodalnim statusom, §to sugerira povezanost HIF-la s tumorskom
proliferacijom. U istoj studiji utvrdena je po povezanost HIF-la sa survivinom, c-myc i
proliferacijskim biljegom Ki-67 [146]. Rezultati meta-analize Rena 1 suradnika 1 studije Qi 1
suradnika su u skladu s navedenim, odnosno nodalne metastaze u NSCLC-om su ¢eS¢e ako

ako je izrazaj HIF-1a u primarnom tumoru vec¢i [153, 159].

Aktivacija HIF-1a potice prepisivanje brojnih gena, ukljucujuci gene koji sudjeluju u
energetskom metabolizmu, angiogenezi 1 apoptozi, medu kojima je GLUT] ¢iji genski produkt
sudjeluje u glikolizi kod NSCLC-a [160]. Nasi rezultati ukazuju na pozitivnhu povezanost
izmedu izrazaja GLUTI i nuklearnog i nuklearnog/citoplazmatskog izrazaja HIF-1a. Xu sa
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suradnicima je tu povezanost dokazao na animalnom modelu [129]. U skladu s navedenim su
rezultati Fana i suradnika koji su inhibicijom HIF-la postigli smanjeni izrazaj GLUTI i

GLUTI mRNA u stanicama karcinoma pluca [161].

Pozitivna povezanost izmedu izrazaja HIF-1a i GLUT]1 je ocekivana jer HIF-1a ima
pozitivan utjecaj na izrazaj GLUTI, ali i druge ¢imbenike tumorogeneze poput angiogeneze,
proliferacije stanica, metabolizma, metastatskog potencijala, diferencijacije i odgovora na
radioterapiju [59, 63]. Zlo¢udne stanice imaju povecane metabolicke potrebe koje se ocituju 1
pojacanim metabolizmom glukoze, Sto objasnjava znacaj pretrage PET/CT s FDG-om pri
dijagnostickom postupku. Medutim, svi zlo¢udni tumori ne pokazuju poja¢ano nakupljanje

FDG-a, a pri nakupljanju FDG-a vaznu ulogu ima i tumorski mikrookolis [162].

Hipoksija je Cesta znacajka solidnih tumora, povezana s rezistencijom na kemoterapiju
i radioterapiju, s metastaziranjem i nepovoljnom prognozom [163]. Hipoksija ima vaznu ulogu
pri induciranju povecanog nakupljanja FDG-a, ali je nacin prikupljanja slozen, a stani¢ni i
molekularni mehanizmi nakupljanja jo$ nisu posve razjasnjeni [164, 165, 166, 167]. S obzirom
na povezanost hipoksije i nakupljanja FDG-a, o¢ekuje se pozitivna povezanost i s izraZzajem
HIF-1a, $to neke studije potvrduju [129, 168]. U ovom radu nismo potvrdili znacajnu
povezanost izmedu nakupljanja FDG-a s HIF-1a i HIF-1A mRNA, $§to je sli¢no rezultatima
meta-analize Surova 1 suradnika [106]. S obzirom na sloZen i ne sasvim razjasnjen mehanizam

nakupljanja FDG-a, nejednoznaéni rezultati ne iznenaduju.

Osjetljivost 1 specificnost PET/CT-a nije bio primarni cilj ovog istraZivanja, ali smo
analizom podataka utvrdili da je dijagnosticki znacaj CT-a pri odredivanju stadija bolesti,
osobito zahvacenosti limfnih ¢vorova vec¢i nego PET/CTa. Zahvacenost lokalnih limfnih
¢vorova je u 40% bila utvrdena CT-om, a u 33% PET/CT-om. Nakupljanje FDG-a se, osim kod
zlo¢udnih tumora, moZze nac¢i kod dobrocudnih tumora i reaktivnih promjena gdje nastaje zbog
pojacane vaskularizacije i permeabilnosti krvnih Zila, a ne zbog pojacanog izrazaja GLUT1
[76, 77]. Stoga PET/CT s FDG-om ima relativno nisku specificnost, a lazno pozitivni nalazi
predstavljaju problem pri utvrdivanju stadija bolesti, osobito N statusa [76, 77]. Dugogodisnji
pusaci, bolesnici s kroni¢nim pluénim bolestima ili tuberkulozom mogu imati medijastinalnu
limfoidnu folikularnu hiperplaziju i posljedi¢no laZzno pozitivan nalaz limfnih ¢vorova na
PET/CT-u [77]. Kod centralno smjeStenih procesa i solidnih T2 tumora, uslu¢aju da nakupljanje
FDG-a u na PET/CT-u ne sugerira metastatsku zahvacenost limfnih ¢vorova, treba operativno
uraditi temeljiti medijastinalni staging s limfadenektomijom zbog moguce okultne nodalne
metastaze [169].
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6.ZAKLJUCAK
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Osim po histoloskim/molekularnim karakteristikama 1 klini¢koj prezentaciji, karcinom
pluca plocastih stanica 1 adenokarcinom se razlikuju u metabolizmu, $to mozda pridonosi

njihovoj razli¢itoj prognozi.

e Uporabom semikvantitativne HSCORE metode utvrden je znacajno veci izraZaj
GLUTT1 u karcinomu pluca plocastih stanica nego u adenokarcinomu.

e U karcinomu pluca plocastih stanica je znacajno veci postotak tumorskih stanica koje
su nuklearno 1 nuklearno/citoplazmatski izrazavale HIF-1a nego u adenokarcinomu.

e Nuklearno/citoplazmatski izrazaj HIF-10 u tumorskim stanicama NSCLC je znac¢ajno
veéi u muskaraca nego u Zena, §to je vjerojatno povezano s pusenjem.

e Postoji pozitivna povezanost izmedu nuklearnog i nuklearno/citoplazmatskog izrazaja
HIF-1a s izraZzajem GLUT1 u NSCLC (p = 0.0392 i p = 0.0498).

e Razliku u izrazaju HIF-10 izmedu karcinoma pluca plocastih stanica i

adenokarcinoma nismo potvrdili analizom HIF-1A mRNA qPCR metodom.

U NSCLC-u postoji pozitivan trend povezanosti GLUT1 1 HIF-1a sa SUVmax.
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7. SAZETAK

44



Cilj istrazivanja: U karcinomu pluca nemalih stanica (NSCLC) odrediti izrazaj GLUT1 u
primarnom tumoru i metastatskom limfnom ¢voru, izrazaj HIF-1a i HIF /A mRNA u primarnom
tumoru 1 usporediti ih s preoperativnom SUVmax vrijednosé¢u u PET/CT s uporabom FDA,
histoloskim tipom 1 drugim klini¢kim i patoloskim parametrima.

Materijal i metode: U uzorku je 48 ispitanika s NSCLC-om koji su podvrgnuti
lobektomiji/pulmektomiji s medijastinalnom limfadenektomijom u KBC-u Split od 2013. do
2018. Podaci o nakupljanju FDG i klini¢ko-patoloskim parametrima prikupljeni su iz
medicinske dokumentacije. Preparati su izrezani iz parafinskih blokova tumorskog tkiva i
metastatskog limfnog ¢vora. Imunohistokemijski su strojno obojeni na GLUT1 i mikroskopski
analizirani metodom HSCORE. Ru¢no su obojeni na HIF-1a metodom imunofluorescencije te
je odreden postotak tumorskih stanica koje su pokazale nuklearno odnosno
nuklearno/citoplazmatsko bojenje na HIF-1a. Metodom qPCR analizirana je razlika u HIF-1A
mRNA adenokarcinoma i karcinoma plocastih stanica. Rezultati su statisticki analizirani i
znacajnom je odredena razlika na razini p = 0.05.

Rezultati: 32 ispitanika su bili muskarci i 16 Zene, 34 (70.83%) s adenokarcinomom i 14
(29.16%) s karcinomom plocastih stanica. U karcinomu plocastih stanica je izrazaj GLUT1 u
primarnom tumoru i metastatsom limfnom ¢voru bio ve¢i nego u adenokarcinomu (p<0.0001
odnono p<0.0196). U karcinomu plocastih stanica bio je vec¢i postotak stanica s nuklearnim i
nuklearno/citoplazmatskim izrazajem HIF-1a nego u adenokarcinomu (p = 0.0025 odnosno p
= 0.0038). U karcinomu plocastih stanica utvrdena je povezanost izmedu nuklearnog i
nuklearno/citoplazmatskog izrazaja HIF-1a (p = 0.0004). Nije pronadena statisti¢ki znacajna
razlika u izrazaju HIF-1a ovisno o stadiju bolesti. Nuklearni/citoplazmatski izrazaj HIF-1a veci
je u muSkaraca nego u zena (p=0.0089). Izrazaj GLUTI je povezan s nuklearnim i
nuklearnim/citoplazmatskim izrazajem HIF-1a (p=0.0392 odnosno p=0.0498). Nije utvrdena
znacajna razlika HIF-1A mRNA u odnosu na histoloski tip ili SUVmax primarnog tumora.
Zakljucak: Dokazane razlike u izraZzaju GLUT1, HIF-1a 1 SUVmax u odnosu na tip NSCLC-
a potvrduju metabolicku heterogenost izmedu adenokarcinoma i karcinoma plu¢a ploc¢astih

stanica.
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Aim of the study: In non-small cell lung cancer (NSCLC) to determine the expression
of GLUTTI in the primary tumor and metastatic lymph node, the expression of HIF-1a and
HIFIA mRNA in the primary tumor and compare them with the preoperative SUVmax value in
PET/CT using FDA, histological type and other clinical and pathological parameters.

Material and methods: The sample includes 48 patients with NSCLC who underwent
lobectomy/pulmectomy with mediastinal lymphadenectomy at University Hospital Split from
2013 to 2018. Data on FDG accumulation and clinicopathological parameters were collected
from medical records. The histologic slides were cut from paraffin blocks of tumor tissue and
metastatic lymph node. They were stained immunohistochemically for GLUTI1 and
microscopically analyzed using the HSCORE method. They were manually stained for HIF-1a
using the immunofluorescence method, and the percentage of tumor cells that showed nuclear
or nuclear/cytoplasmic staining for HIF-1a was determined. The difference in HIF-1A mRNA
of adenocarcinoma and squamous cell carcinoma was analyzed using the qPCR method. The
results were statistically analyzed and a significant difference was determined at the p = 0.05.

Results: 32 patients were men and 16 women, 34 (70.83%) with adenocarcinoma and
14 (29.16%) with squamous cell carcinoma. In squamous cell carcinoma, GLUT1 expression
in the primary tumor and metastatic lymph node was higher than in adenocarcinoma (p<0.0001
and p<0.0196, respectively). In squamous cell carcinoma, there was a higher percentage of cells
with nuclear and nuclear/cytoplasmic expression of HIF-1a than in adenocarcinoma (p = 0.0025
and p = 0.0038, respectively). In squamous cell carcinoma, an association between nuclear and
nuclear/cytoplasmic expression of HIF-la was established (p=0.0004). No statistically
significant difference was found in the expression of HIF-1a depending on the stage of the
disease. The nuclear/cytoplasmic expression of HIF-1o was higher in men than in women
(p=0.0089). GLUTI1 expression was associated with nuclear and nuclear/cytoplasmic
expression of HIF-1a (p=0.0392 and p=0.0498, respectively). No significant difference was
found in HIF-1A mRNA in relation to the histological type or SUVmax of the primary tumor.

Conclusion: Proven differences in the expression of GLUT1, HIF-1a and SUVmax in
relation to the type of NSCLC confirm the metabolic heterogeneity between adenocarcinoma

and squamous cell lung cancer.
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