
Prognostičko značenje izraženosti proteina NEDD9 u
transbronhalnim bioptatima u bolesnika s
karcinomom pluća

Ostojić, Jelena

Doctoral thesis / Disertacija

2018

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / stručni stupanj: University of 
Zagreb, School of Medicine / Sveučilište u Zagrebu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:394291

Rights / Prava: In copyright / Zaštićeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-17

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine 
Digital Repository

https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:394291
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:6132
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:6132


    

 

SVEUČILIŠTE U ZAGREBU 

MEDICINSKI FAKULTET 

Jelena Ostojić 

 

 

 

 

 

Prognostičko značenje izraženosti 

proteina NEDD9 u transbronhalnim 

bioptatima u bolesnika s 

 karcinomom pluća 

 

 DOKTORSKI RAD 

 

 

 

 

 

 

Zagreb, 2018. 



 

 

SVEUČILIŠTE U ZAGREBU 

MEDICINSKI FAKULTET 

 

Jelena Ostojić 

 

 

 

 

Prognostičko značenje izraženosti 

proteina NEDD9 u transbronhalnim 

bioptatima u bolesnika s 

 karcinomom pluća 

 

DOKTORSKI RAD 

 

 

 

 

 

Zagreb, 2018. 



 

 

Doktorski rad je izrađen u Zavodu za patologiju Medicinskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu 

 

 

 

Voditelj rada: prof. dr. sc. Sven Seiwerth 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Svome mentoru prof. dr. sc. Svenu Seiwerthu toplo zahvaljujem na ukazanome povjerenju, 

beskrajnom strpljenju i svesrdnoj pomoći bez kojih  uspješan završetak ovog rada ne bi bio 

moguć. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

SADRŽAJ 

 

1. UVOD .................................................................................................................................... 1 

1.1. Karcinom pluća ................................................................................................................ 1 

1.1.1. Definicija ................................................................................................................... 1 

1.1.2. Epidemiologija .......................................................................................................... 1 

1.1.3. Etiologija ................................................................................................................... 2 

1.1.4. Patologija ................................................................................................................... 5 

1.1.5. Stadiji proširenosti bolesti ....................................................................................... 15 

1.1.6. Klinička slika ........................................................................................................... 18 

1.1.7. Dijagnostički postupci ............................................................................................. 19 

1.1.8. Liječenje karcinoma pluća ...................................................................................... 20 

1.1.8.1. Imunoterapija nesitnostaničnog karcinoma pluća............................................. 22 

1.2. Molekularni mehanizmi karcinoma pluća ..................................................................... 23 

1.2.1. Genetske promjene .................................................................................................. 23 

1.2.2. Onkogeni i signalni putevi stimulacije rasta ........................................................... 24 

1.2.2.1. Signalni put receptora epidermalnog čimbenika rasta (EGFR) ........................ 24 

1.2.2.2. Signalni put RAS/RAF/MEK/MAPK/MYC .................................................... 25 

1.2.2.3. Signalni put PI3K/AKT .................................................................................... 26 

1.2.2.4. NKX2-1 (TTF1) – tkivno specifični onkogen .................................................. 26 

1.2.2.5. Fuzijske bjelančevine ALK .............................................................................. 27 

1.2.2.6. Amplifikacija FGFR1 ....................................................................................... 28 

1.2.3. Tumorsko-supresorski geni i putevi inhibicije tumorskog rasta ............................. 28 

1.2.3.1. Tumorsko-supresorska bjelančevina p53 ......................................................... 28 

1.2.3.2. Signalni put CDKN2A/RB ............................................................................... 29 

1.2.3.3. Tumorsko-supresorski geni kromosoma 3p ...................................................... 29 



 

 

1.2.3.4. Signalni put LKB1 ............................................................................................ 29 

1.2.4. Epigenetske promjene ............................................................................................. 29 

1.2.4.1. Regulacija posredovana mikroribonukleinskim kiselinama (miRNA) ............. 30 

1.2.4.2. Signalni putevi Notch, Hedgehog i Wnt ........................................................... 30 

1.3. Epitelno-mezenhimska tranzicija: raskrižje razvoja i maligne transformacije .............. 32 

1.3.1. Bjelančevina NEDD9 .............................................................................................. 33 

1.3.1.1. NEDD9 u glioblastomu .................................................................................... 35 

1.3.1.2. NEDD9 u melanomu ........................................................................................ 35 

1.3.1.3. NEDD9 u karcinomu dojke .............................................................................. 36 

1.3.1.4. NEDD9 u karcinomu želuca i kolorektalnom karcinomu ................................ 36 

1.3.1.5. NEDD9 u karcinomu pluća .............................................................................. 37 

2. HIPOTEZA………………………………………………………………………………...38 

3. CILJEVI ISTRAŽIVANJA .................................................................................................. 39 

3.1. Opći cilj istraživanja ...................................................................................................... 39 

3.2. Specifični ciljevi ............................................................................................................ 39 

4. MATERIJAL I METODE .................................................................................................... 40 

4.1. Materijal ......................................................................................................................... 40 

4.2. Metode ........................................................................................................................... 40 

4.2.1. Statističke metode ................................................................................................... 41 

5. REZULTATI ........................................................................................................................ 43 

6. RASPRAVA......................................................................................................................... 71 

7. ZAKLJUČCI ........................................................................................................................ 80 

8. SAŽETAK ............................................................................................................................ 81 

9. SUMMARY ......................................................................................................................... 82 

10. LITERATURA ................................................................................................................... 83 

11. ŽIVOTOPIS ...…………………………………………………………………………..103 



 

 

1 

 

1. UVOD 

 

1.1. Karcinom pluća 

1.1.1. Definicija 

 

Karcinom pluća objedinjuje zloćudne tumore nastale iz epitelnih stanica bronha, bronhiola i 

alveola i predstavlja najčešće sijelo maligne bolesti kod muškaraca, a među ženama je na 

visokom trećem mjestu.1 Najčešći je uzrok smrti među svim malignim bolestima.2 

 

1.1.2. Epidemiologija 

 

Karcinom pluća je svjetski javnozdravstveni problem epidemijskih razmjera. Među četiri 

najčešća maligna tumora koji obuhvaćaju čak 42% svih neoplazmi, karcinom pluća je 

učestalošću ispred karcinoma kolorektuma, ženske dojke i prostate. Godine 2012. je u svijetu 

dijagnosticiran kod 1.8 milijuna novih bolesnika (12.9% ukupne incidencije malignih tumora). 

Najviša incidencija bilježi se u zemljama Srednje i Istočne Europe te Istočnoj Aziji: Mađarska 

ima najvišu stopu incidencije od 51.6 na 100.000 stanovnika, slijede ju Srbija, Južna Koreja, 

SAD na osmom, a Kina na 14. mjestu.2 Prema posljednjim procjenama iz 2012. godine, 

karcinom pluća je najčešći tumor muške populacije zahvaćajući 1.2 milijuna ljudi (16.7% 

ukupnog broja muškaraca oboljelih od malignih neoplazmi). Incidencija je niža kod žena uz 

nešto drugačiju zemljopisnu distribuciju kao odraz rasprostranjenosti pušenja: najviša je 

incidencija u Sjevernoj Americi (33.8) i Sjevernoj Europi (23.7). Kako je već spomenuto, 

najčešći je uzrok smrti među malignim bolestima: godine 2012. od karcinoma pluća je u svijetu 

umrlo 1.59 milijuna ljudi.3  

Učestalost adenokarcinoma u odnosu na ostale tipove karcinoma pluća kontinuirano se 

povećava, posebice od 2000. godine do danas,4 čak i u nepušačkoj populaciji.5 

Između 1990. i 2011. godine u Velikoj Britaniji zabilježeno je smanjenje incidencije karcinoma 

pluća kod muškaraca, dok se incidencija kod žena paralelno s proširenom navikom pušenja 

povećava, te je tijekom protekla dva desetljeća omjer incidencije po spolu s 3:1 dramatično 

smanjen na 3:2. Također, tijekom prethodna dva desetljeća zabilježen je pad mortaliteta među 

muškarcima s 85 na 100.000 1990. godine na 46 na 100.000 2011., a kod žena je blago porastao 

s 29 na 30 na 100.000.6 
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U Hrvatskoj je prema posljednjim podacima Registra za rak pri Hrvatskom zavodu za javno 

zdravstvo za 2013. godinu među novootkrivenim malignim tumorima karcinom pluća kod 

muškaraca bio na prvom mjestu (19% svih slučajeva), a kod žena na drugom (8% 

novootkrivenih tumora), odmah nakon karcinoma dojke. Pritom karcinom pluća postaje 

najčešći tumor muškaraca nakon 40. godine života, a kod žena doseže drugo mjesto nakon 50. 

godine života.7  

 

1.1.3. Etiologija 

 

Etiologija karcinoma pluća je vrlo složena, no pušenje cigareta je svakako najvažniji rizični 

čimbenik. U Sjedinjenim Američkim Državama oko 80% smrti od karcinoma pluća izravno je 

povezano s pušenjem cigareta. Također, incidencija karcinoma pluća diljem svijeta odražava 

rasprostranjenost navike pušenja. Primjerice, nedavni iznimni porast broja pušača u Kini 

doprinijet će značajno svjetskoj prevalenciji karcinoma pluća u 21. stoljeću: ondje je dnevna 

potrošnja cigareta porasla s jedne tijekom 1952. godine preko četiri dnevno popušene cigarete 

1972. na deset 1992. godine, a danas je trend pušenja poprimio razmjere slične najvećima ikad 

zabilježenim u razvijenim zemljama. U Kini je već zabilježen porast broja oboljelih od 

karcinoma pluća, a ne treba zaboraviti da tu zemlju nastanjuje čak 19% svjetske populacije.8 

Pretpostavlja se da će Kinezi 2050. godine činiti trećinu svjetskih pušača uz tri milijuna smrtnih 

ishoda godišnje uzrokovanih pušenjem.9 

Brzi porast incidencije karcinoma pluća tijekom posljednjih stotinu godina paralelan je s 

razvojem duhanske industrije i kreiranjem cigareta s filterima, različitim udjelima katrana i 

širokim rasponom okusa: primjerice, u SAD je odobreno čak 599 duhanskih aditiva.  

Među više od 7000 kemijskih spojeva u duhanskom dimu potvrđeno je sedamdesetak potentnih 

karcinogena10, među njima nitrozamin 4-(metilnitrozamino)-1-(3-piridil)-1-butanon (tzv. 

NNK) i niz policikličkih aromatskih ugljikovodika, primjerice 3,4-benzpiren, koji induciraju 

nastanak mutacija K-ras protoonkogena i p53 tumorskog supresorskog gena. Njima je u 

eksperimentalnim uvjetima kod miševa moguće izazvati primarni plućni adenokarcinom.11
 

U šesnaestom stoljeću europski muškarci su počeli pušiti duhan lulama, kasnije cigarama ili ga 

ušmrkavali, no tek pronalaskom strojeva za izradu cigareta u drugoj polovici devetnaestog 

stoljeća omogućena je masovna potrošnja duhana. Pušenje cigareta je 1919. godine nadraslo 

sve druge načine uživanja duhana. Do sredine prošlog stoljeća potrošnja duhana u zapadnom 
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svijetu je kontinuirano rasla, posebice tijekom svjetskih ratova, te je primjerice 1948. godine 

duhan uživalo čak 82% Britanaca.12 

 

Karcinom pluća je u devetnaestom stoljeću bio iznimno rijetka bolest. U samo 1% svih 

obdukcijskih nalaza malignih tumora 1878. godine na Institutu za patologiju drezdenskog 

sveučilišta utvrđen je plućni karcinom, ali do 1927. godine ta se brojka povećala na više od 

14%. 

Franz Lickint je 1929. godine eksperimentalno dokazao da psi izloženi duhanskom dimu 

obolijevaju od karcinoma pluća, no u Springerovom udžbeniku specijalne patologije 1930. 

godine pušenje se tek kratko spominje kao moguć, ali nedokazani rizični čimbenik.  

1940. godine njemački liječnik F. H. Müller objavio je članak o svezi zlouporabe duhana i 

karcinoma pluća.13 U Njemačkoj je već 1941. u okviru snažne javnozdravstvene kampanje 

usmjerene protiv pušenja osnovan na Sveučilištu u Jeni Wissenschaftliches Institut zur 

Erforschung der Tabakgefahren i 1943. je objavljena epidemiološka studija koja je ukazivala 

na povezanost karcinoma pluća s pušenjem: od 109 oboljelih, samo su troje bili nepušači. Tad 

je također skovan i pojam pasivnog pušenja. Pedesetih godina Richard Doll i A. Bradford Hill 

u časopisu British Medical Journal14 i Cuyler Hammond i Ernest Wynder u časopisu JAMA15 

dokazali su povezanost pušenja s nastankom karcinoma pluća, što je 1964. godine i 

epidemiološki potvrđeno objavom studije pod pokroviteljstvom administracije J. F. Kennedyja. 

Rezultati višegodišnje analize više od 7000 znanstvenih članaka koji su ukazivali na viši smrtni 

rizik pušača, rizik od karcinoma pluća, ali i kroničnog bronhitisa i emfizema, koronarne bolesti, 

također i povećan rizik u trudnoći, objavljeni su u svim medijima te su tako postali dostupni 

javnosti (The Reports of the Surgeon General).16 Oglašavanje u medijima duhanskim 

kompanijama je u Sjedinjenim Američkim Državama zabranjeno 1969. godine.  

Pušenje cigareta odgovorno je za nastanak 80-90% najčešćih tipova karcinoma pluća: 

adenokarcinoma, karcinoma pločastih stanica te sitnostaničnog karcinoma.17  

Aktivni pušači imaju 15-30 puta veći rizik obolijevanja od karcinoma pluća od nepušača, pri 

čemu je rizik proporcionalan ukupnoj izloženosti duhanskom dimu. Kumulativni rizik od 

karcinoma pluća ovisi o dobi u kojoj je pušenje započelo (kod osoba koje su počele pušiti prije 

petnaeste godine dvostruko je veći), broju dnevno popušenih cigareta i ukupnoj duljini pušenja: 

iako je rizik u linearnom odnosu s količinom popušenih cigareta, eksponencijalno se povećava 

s duljinom pušenja. S druge strane, prestankom pušenja rizik se s vremenom značajno i 
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progresivno smanjuje, no nikad se sasvim ne izjednačava s rizikom nepušača čime se može 

objasniti podatak da se u SAD gotovo 50% plućnih karcinoma javlja kod bivših pušača. 

Ukupna izloženost pušenju izražava se tzv. pušačkim godinama (engl. pack/years), odnosno 

kvocijentom umnoška broja dnevno popušenih cigareta i godina pušenja s brojem 20 (koji 

odgovara broju cigareta u kutiji). Tako primjerice osoba koja puši 20 cigareta dnevno tijekom 

30 godina puši 30 pušačkih godina i ima 20-60 puta veći rizik za obolijevanje od karcinoma 

pluća.  

Znatno je teže objektivizirati okolišnu izloženost duhanskom dimu, no temeljem kohortnih 

studija pretpostavlja se da tzv. pasivno pušenje uzrokuje četvrtinu plućnih karcinoma. U 

Sjedinjenim Američkim Državama svaki su peti odrasli i svako drugo dijete izloženi 

duhanskom dimu u okolišu. 

Među plućnim bolestima koje povećavaju rizik od karcinoma pluća najčešće se spominju 

kronična opstruktivna plućna bolest (KOPB), idiopatska plućna fibroza, azbestoza i ostale 

pneumokonioze te tuberkuloza.18,19,20,21 

Povezanost kronične opstruktivne plućne bolesti i karcinoma pluća dokazana je brojnim 

epidemiološkim studijama. Pušači koji boluju od KOPB-a imaju dvostruko do čak peterostruko 

povećan rizik za karcinom pluća u odnosu na pušače s urednom plućnom funkcijom. Kako 

protuupalno liječenje KOPB-a utječe na razvoj maligne bolesti zasad nije poznato. S druge 

strane, moguće je da KOPB nije neovisni rizični čimbenik za karcinom, već samo jedna od 

često pridruženih bolesti sa zajedničkim rizičnim čimbenikom.  

Također, pridružena kronična opstruktivna plućna bolest pogoršava prognozu karcinoma 

pluća.22  

Dugotrajnoj izloženosti radonu, inertnom plinu koji nastaje raspadom urana u tlu i vodi 

pripisuje se u Sjedinjenim Američkim Državama godišnje 20.000 smrtnih ishoda karcinoma 

pluća (nakon pušenja na drugom je mjestu među rizičnim čimbenicima). Također, nedvojbeno 

je dokazana povezanost karcinoma pluća s ekspozicijom azbestu ovisna o dozi, pri čemu je 

uobičajeno razdoblje latencije oko tri desetljeća, slično kao i za mezoteliom.23,24 

Među potencijalne karcinogene ubrajaju se i nikal, kobalt, kadmij i krom, arsen, cink, sulfatni 

spojevi u zraku te svakako ranije spomenuti policiklički ugljikovodici u ispušnim plinovima 

motornih vozila, ionizirajuće zračenje.25 
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Podaci o učincima nedostatnog dnevnog unosa voća i povrća, odnosno mikronutrijenata poput 

retinoida, karotenoida ili vitamina C i D potječu iz brojnih studija, no nisu nedvojbeno 

dokazani.26,27 

Inverzna korelacija rizika od karcinoma pluća i nedovoljnog dnevnog unosa folne kiseline 

najsnažnije je izražena uz pridruženi kronični etilizam i pušenje te usto obiteljsku anamnezu 

karcinoma pluća. Deficit folata povezan je s koronarnom, cerebrovaskularnom bolešću i 

malignim tumorima. U uvjetima hipometilacije i manjkavog popravka DNA manjak folata 

odgovoran je za oštećenja DNA u mitotski aktivnim stanicama.28 

Genetska osnova predispozicije za obolijevanje od karcinoma pluća proučavana je ekstenzivno, 

i dosad je identificiran niz polimorfizama gena čiji produkti sudjeluju u reguliranju 

metabolizma karcinogena duhanskog dima, supresiji novonastalih mutacija i popravku DNA, 

no njihovo je funkcijsko značenje u nastanku karcinoma još uvijek nejasno. Nedavno su 

identificirana tri različita lokusa povezana s karcinomom pluća: 5p15.33, 6p21 i 15q24-25.1 

tzv. GWA studijama (engl. Genome-Wide Association Studies). Kromosomska regija 15q25 

sadrži gene koji kodiraju podjedinice nikotinskog receptora i sudjeluju u nastanku nikotinske 

ovisnosti. S druge strane, produkt regije 5p15.33 povezan je s povišenim rizikom za brojne 

maligne tumore, također i adenokarcinom pluća, i tek je slabo uvjetovan pušenjem. Regije 

6q23-25 i 13q31.3 odnedavno su također povezane s rizikom karcinoma pluća, posebice u ljudi 

koji nikad nisu pušili.29 Za sagledavanje cjelovitog kompleksnog procesa nastanka karcinoma 

bronha i pluća nužno je međutim uvažiti postojanje brojnih, međusobno različitih molekularnih 

puteva, djelovanje okolišnih čimbenika – posebice kod nepušača, zemljopisne i spolne 

različitosti, dob pojave tumora, promjenjivu penetraciju različitih gena te mehanizme popravka 

nastalih oštećenja. 

 

1.1.4. Patologija 

 

Više od 99% malignih tumora pluća su karcinomi. Prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene 

organizacije (SZO) iz 2004. godine karcinom pluća se dijelio na dvije velike skupine tumora: 

sitnostanične (eng. small cell lung cancer, SCLC) i nesitnostanične (engl. non-small cell lung 

cancer, NSCLC), pri čemu su nesitnostanični karcinomi obuhvaćali adenokarcinom, karcinom 

pločastih stanica i velikostanični karcinom te podskupinu preostalih, znatno rjeđe zastupljenih 

tumora.  
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Iako je ranije najčešći histološki tip karcinoma pluća bio pločasti karcinom, u zemljama 

razvijenog svijeta od osamdesetih godina prošloga stoljeća trajno raste incidencija 

adenokarcinoma koji se češće javlja kod bivših pušača, žena, periferno smješten i dulje je 

klinički nijem, a danas predstavlja gotovo polovicu svih karcinoma pluća.30 Zbog iznimno 

širokog patološkog, molekularnog, kliničkog i radiološkog spektra obuhvaćenog terminom 

adenokarcinoma pluća iz kojeg izviru različita prognoza i odgovor na terapijske protokole 

nastala je potreba za klinički primjenjivom klasifikacijom adenokarcinoma. Upravo zbog 

naglaska na kliničku primjenjivost 2011. godine su kao rezultat međunarodne 

multidisciplinarne suradnje triju udruženja, IASLC (International Association for the Study of 

Lung Cancer), ATS (American Thoracic Society) i ERS (European Respiratory Society) 

donesene preporuke o reklasifikaciji adenokarcinoma pluća koje se ne odnose samo na 

resecirane tumore, već i uzorke transbronhalnih bioptata i uzoraka obrisaka bronha i bronhalnih 

aspirata, odnosno transtorakalnih iglenih punkcija za citološku analizu, što je iznimno važno u 

kontekstu rastućeg broja tumora smeštenih u tzv. intermedijarnoj zoni ili u perifernim regijama 

pluća (tablice 1 i 2).31 Naime, oko 70% karcinoma pluća dijagnosticira se u uzorcima 

transbronhalnih bioptata i citološkim uzorcima obrisaka četkicom i/ili bronhalnih aspirata.  

Novouvedeni su termini adenokarcinoma in situ (AIS) i minimalno invazivnog 

adenokarcinoma (MIA), a dijagnoze bronhioloalveolarnog karcinoma i miješanog podtipa 

adenokarcinoma se više ne koriste. Termin bronhioloalveolarnog karcinoma (engl. 

broncholoalveolar carcinoma, BAC) uključivao je do tada široki spektar tumora od malenih, 

solitarnih i neinvazivnih tumora ili adenokarcinoma s minimalnom invazijom čije je 

petogodišnje preživljenje 100%, pa sve do uznapredovale metastatske bolesti s vrlo lošom 

prognozom. Kod prijašnjeg miješanog podtipa adenokarcinoma nalaže se semikvantitativna 

analiza obrazaca tumorskog rasta uz određivanje prevladavajućeg uzorka. 

Nespecificiranu dijagnozu nesitnostaničnog karcinoma bi trebalo izbjegavati kad god je to 

moguće. Nadalje, adenokarcinom ili nesitnostanični karcinom koji nije drugačije specificiran 

potrebno je testirati na mutacije epidermalnog epidermalnog čimbenika rasta (EGFR) obzirom 

na visoku prediktivnu vrijednost odgovora na liječenje inhibitorima tirozinske kinaze. Osim 

toga, bolesnici s adenokarcinomom kandidati su za liječenje pemetreksedom ili 

bevazicumabom koji nisu indicirani u liječenju karcinoma pločastih stanica zbog nedostatne 

učinkovitosti pemetrekseda, odnosno opasnosti od životno ugrožavajućih krvarenja uz 

bevazicumab, monoklonsko protutijelo na čimbenik rasta vaskularnog endotela (VEGF).  
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Poseban je naglasak na molekularnim, imunohistokemijskim i histokemijskim bojanjima, tj. 

nedvojbenom određivanju histoloških podtipova adenokarcinoma.  

 

Tablica 1 Reklasifikacija adenokarcinoma pluća u reseciranim uzorcima prema preporukama 

IASLC/ATS/ERS iz 2011. godine 

preinvazivne lezije 

 atipična adenomatozna hiperplazija 

 adenokarcinom in situ (≤3 cm ranijeg BAC) 

 nemucinozni 

 mucinozni 

 miješani nemucinozni/mucinozni 

minimalno invazivni adenokarcinom (≤3 cm dominantno lepidičkog rasta, <5mm invazije) 

 nemucinozni 

 mucinozni 

 miješani nemucinozni/mucinozni 

invazivni adenokarcinom 

 dominantno lepidički (raniji nemucinozni BAC, >5mm invazije) 

 dominantno acinarni 

 dominantno papilarni 

 dominantno mikropapilarni 

 dominantno solidni s produkcijom sluzi 

inačice invazivnog adenokarcinoma 

 invazivni mucinozni adenokarcinom (raniji mucinozni BAC) 

 koloidni 

 fetalni (niskog i visokog stupnja) 

 enterički 
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Tablica 2 Reklasifikacija adenokarcinoma pluća u transbronhalnim bioptatima ili citološkim 

uzorcima prema preporukama IASLC/ATS/ERS iz 2011. godine 

klasifikacija prema SZO 2004. 

god. 

klasifikacija prema IASLC/ATS/ERS iz 2011. god. 

ADENOKARCINOM 

 miješani podtip 

 acinarni 

 papilarni 

 solidni 

jasno prisutni morfološki uzorci adenokarcinoma: 

adenokarcinom, opisati sve uzorke koje je moguće 

identificirati (uključujući mikropapilarni uzorak koji 

nije uključen u podjeli iz 2004.g.) 

isključivo lepidički rast: napomena da se ne može 

isključiti invazivna komponenta zbog veličine uzorka 

bronhioloalveolarni karcinom 

(nemucinozni) 

adenokarcinom s lepidičkim uzorkom (isključivo 

lepidički rast: napomeni da se ne može isključiti 

invazivna komponenta zbog veličine uzorka) 

bronhioloalveolarni karcinom 

(mucinozni) 

mucinozni adenokarcinom (opisati uzorke) 

fetalni adenokarcinom s fetalnim uzorkom 

mucinozni (koloidni) adenokarcinom s koloidnim uzorkom 

sa stanicama tipa prstena 

pečatnjaka 

adenokarcinom s: (opisati prisutne uzorke) i stanicama 

tipa prstena pečatnjaka  

svijetlostanični adenokarcinom s:(opisati prisutne uzorke) i svijetlim 

stanicama 

bez paralele 2004. – većinom 

solidni adenokarcinomi 

bez morfoloških uzoraka adenokarcinoma (potvrđeno 

specifičnim protutijelima): NSCLC, vjerojatno 

adenokarcinom 

KARCINOM PLOČASTIH 

STANICA 

 papilarni 

 svijetlih stanica 

 sitnih stanica 

 bazaloidni 

 

 

nedvojbeno prisutni morfološki obrasci pločaste 

diferencijacije: karcinom pločastih stanica 
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Tablica 2 Reklasifikacija adenokarcinoma pluća u transbronhalnim bioptatima ili citološkim 

uzorcima prema preporukama IASLC/ATS/ERS iz 2011. godine 

bez paralele u podjeli iz 2004. bez morfoloških obrazaca pločaste diferencijacije 

(potvrđeno specifičnim protutijelima): NSCLC, 

vjerojatno karcinom pločastih stanica 

SITNOSTANIČNI 

KARCINOM 

sitnostanični karcinom 

VELIKOSTANIČNI 

KARCINOM 

NSCLC, NOS 

velikostanični neuroendokrini 

karcinom (LCNEC) 

NSCLC s neuroendokrinom (NE) morfologijom 

(pozitivni NE biljezi), moguć LCNEC 

velikostanični karcinom s 

neuroendokrinom morfologijom 

(LCNEM) 

NSCLC s neuroendokrinom (NE) morfologijom 

(negativni NE biljezi) 

ADENOSKVAMOZNI 

KARCINOM 

NSCLC sa adeno i pločastom diferencijacijom 

bez paralele u podjeli iz 2004. NSCLC, NOS 

sarkomatoidni karcinom slabodiferencirani NSCLC sa vretenastim i/ili 

gigantocelularnim karcinomom 

 

Temeljem spomenute klasifikacije adenokarcinoma pluća iz 2011. godine triju udruženja 

IASLC, ATS i ERS, 2015. godine Svjetska zdravstvena organizacija donijela je novu 

klasifikaciju tumora pluća čije su najvažnije novine u odnosu na prethodnu klasifikaciju iz 

2004. godine: široka uporaba imunohistokemijskih metoda za sve, pa i resecirane tumore, 

naglasak na molekularnom testiranju, usvajanje klasifikacije malih bioptata i citoloških uzoraka 

iz 2011. godine kao i potpuno novi pristup klasifikaciji adenokarcinoma sukladno preporukama 

iz 2011. god., ograničavanje dijagnoze velikostaničnog karcinoma samo na resecirane tumore, 

reklasifikacija pločastih karcinoma u keratinizirajuće, nekeratinizirajuće i bazaloidne tumore, 

grupiranje neuroendokrinih tumora u zajedničku skupinu te uvrštenje novih vrsta tumora poput 

tumora podrijetla perifernih vaskularnih endotelnih stanica ili tumora ektopičnog podrijetla. 32 

Klasifikacija je u cijelosti prikazana tablicom 3.
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Tablica 3 Klasifikacija tumora pluća Svjetske zdravstvene organizacije iz 2015. godine 

Histološki tip i podtipovi Oznaka ICDO (International 

Classification of Diseases for 

Oncology) 

Histološki tip i podtipovi Oznaka ICDO (International 

Classification of Diseases for 

Oncology) 

Epitelni tumori  Papilom  

Adenokarcinom 8140/3 Papilom pločastih stanica 8052/0 

Lepidički adenokarcinom 8250/3 Egzofitični 8052/0 

Acinarni adenokarcinom 8551/3 Invertirani 8053/0 

Papilarni adenokarcinom  8260/3 Glandularni  8260/0 

Mikropapilarni adenokarcinom 8265/3 Miješani pločasti i glandularni 

papilom 

8560/0 

Solidni adenokarcinom 8230/3 Adenom  

Invazivni mucinozni 

adenokarcinom 

8253/3 Sklerozirajući pneumocitom 8832/0 

Miješani invazivni mucinozni i 

nemucinozni adenokarcinom 

8254/3 Alveolarni adenom 8251/0 

Koloidni adenokarcinom 8480/3 Papilarni adenom 8260/0 

Fetalni adenokarcinom 8333/3 Mucinozni cistadenom 8470/0 

Enterički adenokarcinom 8144/3 Adenom mukoznih žlijezda 8480/0 



 

 

11 

 

Tablica 3 Klasifikacija tumora pluća Svjetske zdravstvene organizacije iz 2015. godine 

Histološki tip i podtipovi Oznaka ICDO (International 

Classification of Diseases for 

Oncology) 

Histološki tip i podtipovi Oznaka ICDO (International 

Classification of Diseases for 

Oncology) 

Minimalno invazivni 

adenokarcinom 

 Mezenhimalni tumori  

Nemucinozni 8256/3 Plućni hamartom 8992/0 

Mucinozni 8257/3 Hondrom 9220/0 

Preinvazivne lezije  Perivaskularni epiteloidni tumori 

(PEC) 

 

Atipična adenomatozna 

hiperplazija 

8250/0 Limfangioleomiomatoza 9174/1 

Adenokarcinom in situ  PEC-om, benigni 8714/0 

Nemucinozni 8250/2 Tumor svijetlih stanica 8005/0 

Mucinozni 8253/2 PEC-om, maligni 8714/3 

Karcinom pločastih stanica 8070/3 Kongenitalni peribronhalni 

miofibroblastični tumor 

8827/1 

Keratinizirajući karcinom 

pločastih stanica 

8071/3 Difuzna plućna limfangiomatoza  
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Tablica 3 Klasifikacija tumora pluća Svjetske zdravstvene organizacije iz 2015. godine 

Histološki tip i podtipovi Oznaka ICDO (International 

Classification of Diseases for 

Oncology) 

Histološki tip i podtipovi Oznaka ICDO (International 

Classification of Diseases for 

Oncology) 

Nekeratinizirajući karcinom 

pločastih stanica 

8072/3 Upalni miofibroblastični tumor 8825/1 

Bazaloidni karcinom pločastih 

stanica 

8083/3 Epiteloidni hemangioendoteliom 9133/3 

Preinvazivna lezija   Pleuropulmonalni blastom 8973/3 

Karcinom pločastih stanica in situ 8070/2 Sinovijalni sarkom 9040/3 

Neuroendokrini tumori  Sarkom intime plućne arterije  9137/3 

Sitnostanični karcinom 8041/3 Plućni miješani sarkom s EWSR1-

CREB1 translokacijom  

8842/3 

Miješani sitnostanični karcinom 8045/3 Mioepitelni tumori   

Velikostanični neuroendokrini 

karcinom  

8013/3 Mioepiteliom 8982/0 

Miješani velikostanični 

neuroendokrini karcinom 

8013/3 Mioepitelni karcinom 8982/3 

Karcinoidni tumori  Limfohistiocitni tumori  
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Tablica 3 Klasifikacija tumora pluća Svjetske zdravstvene organizacije iz 2015. godine 

Histološki tip i podtipovi Oznaka ICDO (International 

Classification of Diseases for 

Oncology) 

Histološki tip i podtipovi Oznaka ICDO (International 

Classification of Diseases for 

Oncology) 

Tipični karcinoidni tumor 8240/3 Ekstranodalni MALT-limfomi 

marginalne zone 

9699/3 

Atipični karcinoidni tumor 8249/3 Difuzni velikostanični limfom  9680/3 

Preinvzivna lezija   Limfomatoidna granulomatoza  9766/1 

Difuzna idiopatska plućna 

neuroendokrina hiperplazija 

8040/0 Intravaskularni B-stanični limfom 

velikih stanica 

9712/3 

Velikostanični karcinom 8012/3 Plućna histiocitoza Langerhansovih 

stanica  

9751/1 

Pleomorfni karcinom 8022/3 Erdheim-Chesterova bolest  9750/1 

Karcinom vretenastih stanica 8032/3    

Gigantocelularni karcinom 8031/3 Tumori ektopičnog podrijetla  

Karcinosarkom 8980/3 Tumori zametnih stanica  

Plućni blastom 8972/3 Teratom, zreli 9080/0 

Drugi i neklasificirani karcinomi  Teratom, nezreli 9080/1 

Karcinom nalik limfoepiteliomu 8082/3 Intrapulmonalni timom 8580/ 

NUT karcinom 8023/3 Melanom 38270/3 
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Tablica 3 Klasifikacija tumora pluća Svjetske zdravstvene organizacije iz 2015. godine 

Histološki tip i podtipovi Oznaka ICDO (International 

Classification of Diseases for 

Oncology) 

Histološki tip i podtipovi Oznaka ICDO (International 

Classification of Diseases for 

Oncology) 

Tumori tipa žlijezda slinovnica  Meningeom, NOS 9530/0 

Mukoepidermoidni karcinom 8430/3 Metastatski tumori  

Adenoid-cistični karcinom 8200/3   

Epitelno-mioepitelni karcinom 8562/3   

Pleomorfni adenom 8940/0   
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1.1.5. Stadiji proširenosti bolesti 

 

Određivanje stadija karcinoma pluća (engl. staging) zajedno s histološkom i/ili citološkom 

dijagnozom preduvjet je određivanja prognoze bolesti i izbora protokola liječenja. Određivanje 

stadija bolesti uključuje anatomsku lokalizaciju i određivanje veličine primarnog tumora, 

zahvaćanja limfnih čvorova te prisustva presadnica (metastaza). Na konačnu odluku o izboru 

liječenja utječu i opće stanje, tzv. performance status bolesnika određen ECOG ili Karnofsky 

skalom, pridružene bolesti i osobna želja bolesnika. 

 

Međunarodni staging sustav mijenjao se tijekom vremena paralelno s napretkom radioloških 

tehnika i terapijskih protokola. Najnovija, osma revizija TNM staging sustava (Tumor node 

metastasis staging system), važeća je od siječnja 2017. godine. Temeljena je na analizi 94,708 

bolesnika s nesitnostaničnim karcinomom pluća dijagnosticiranim u razdoblju od 1999. do 

2010. godine, među njima čak 41% Azijata. U odnosu na prethodno izdanje dodatno je 

naglašena važnost deskriptora veličine tumora te su uvedene nove kategorije stadija IA1, IA2 i 

IA3 odražavajući različitu prognozu i reklasificirani su stadiji IIIC i IV koji je podijeljen u IVA 

i IVB. 33 

 

Tablica 4 TNM staging sustav karcinoma pluća, 8. revizija: deskriptori primarnog tumora, 

regionalnih limfnih čvorova i udaljenih metastaza  

T: primarni tumor 

• Tx – primarni tumor nije moguće utvrditi ili je tumor dokazan prisutnošću malignih 

stanica u iskašljaju ili bronhalnom aspiratu, ali nije vizualiziran bronhoskopijom ili 

slikovnim pretragama 

• T0 – nema dokaza primarnog tumora 

• Tis – karcinom in situ 

• T1 – tumor ≤3 cm u najvećem promjeru, okružen plućem ili visceralnom pleurom bez 

bronhoskopski vidljivog širenja proksimalnije od lobarnog bronha 

• T1a(mi) - minimalno invazivni adenokarcinom 

• T1a - tumor ≤1 cm u najvećem promjeru 

• T1b - tumor>1 cm ali ≤2cm u najvećem promjeru 

• T1c – tumor>2cm ≤3cm u najvećem promjeru 
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Tablica 5 TNM staging sustav karcinoma pluća, 8. revizija: deskriptori primarnog tumora, 

regionalnih limfnih čvorova i udaljenih metastaza  

• T2 – tumor>3 cm ali ≤5 cm u najvećem promjeru ili s bilo kojom od sljedećih značajki: 

zahvaća glavni bronh neovisno o udaljenosti od karine, ali bez širenja na karinu, zahvaća 

visceralnu pleuru ili uzrokuje atelektazu ili opstruktivni pneumonitis koji se proteže do 

hilusa zahvaćajući dio pluća ili cijelo pluće  

• T2a - tumor >3cm ali ≤4 cm u najvećem promjeru 

• T2b - tumor >4 cm ali ≤5cm u najvećem promjeru  

• T3 – tumor >5 cm u najvećem promjeru ali ≤7 cm u najvećem promjeru ili je povezan 

s odvojenim tumorskim čvorom ili više njih u istom režnju kao primarni tumor ili 

izravno zahvaća torakalnu stijenku (uključujući parijetalnu pleuru i tumore superiornog 

sulkusa), frenički živac, parijetalni perikard 

• T4 –tumor >7 cm u najvećem promjeru ili je povezan s odvojenim tumorskim čvorom 

ili više njih u ipsilateralnom režnju u kojem se ne nalazi primarni tumor ili zahvaća bilo 

koju od sljedećih struktura: ošit, medijastinum, velike krvne žile, srce, traheju, povratni 

živac, jednjak, karinu ili tijelo kralješka  

N: regionalni limfni čvorovi 

• Nx – nije moguće procijeniti zahvaćanje regionalnih limfnih čvorova 

• N0 – bez zahvaćanja limfnih čvorova 

• N1 – ipsilateralni peribironhalni i/ili ipsilateralni hilarni i intrapulmonalni limfni 

čvorovi, uključujući izravno širenje 

• N2 – ipsilateralni medijastinalni ili subkarinalni limfni čvorovi 

• N3 – kontralateralni medijastinalni ili hilarni limfni čvorovi; ipsi/kontralateralni 

skalenski ili supraklavikularni limfni čvorovi 

M: metastaze 

• M0 – bez udaljenih metastaza 

• M1 – udaljene metastaze 

• M1a – odvojeni tumorski čvor ili više njih u kontralateralnom režnju; pleuralni ili 

perikardijalni čvor ili više njih ili maligni pleuralni izljev, perikardijalni izljev 

• M1b – pojedinačna metastaza izvan toraksa 

• M1c – višestruke metastaze izvan toraksa u jednom ili više organa 
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Tablica 6 TNM staging sustav karcinoma bronha i pluća, 8. revizija: stadiji bolesti 

Okultni karcinom Tx N0 M0 

Stadij 0 Tia N0 M0 

Stadij IA1 T1a(mi) N0 M0 

 T1a N0 M0 

Stadij IA2 T1b N0 M0 

Stadij IA3 T1c N0 M0 

Stadij IB T2a N0 M0 

Stadij IIB T1a-c N1 M0 

 T2a N1 M0 

 T2b N1 M0 

 T3 N0 M0 

Stadij IIIA T1a-c N2 M0 

 T2a-b N2 M0 

 T3 N1 M0 

 T4 N0 M0 

 T4 N1 M0 

Stadij IIIB T1a-c N3 M0 

 T2a-b N3 M0 

 T3 N2 M0 

 T4 N2 M0 

Stadij IIIC T3 N3 M0 

 T4 N3 M0 

Stadij IVA bilo koji T bilo koji N M1a 

 bilo koji T bilo koji N M1b 

Stadij IVB bilo koji T bilo koji N M1c 

 

Sitnostanični karcinom uobičajeno se klasificirao na ograničenu i proširenu bolest, pri čemu su 

se pod ograničenom bolešću podrazumijevajli tumori ograničeni na hemitoraks s regionalnim 

limfnim čvorovima, uključujući ipsilateralne supraklavikularne čvorove koji su veličinom 

pogodni za jedno radijacijsko polje, no sukladno preporukama IASLC od 2007. godine stadij 
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bolesti određuje se prema TNM klasifikaciji. Također, kirurško liječenje nalaže klasifikaciju 

po TNM sustavu. 

 

1.1.6. Klinička slika 

 

Karcinom pluća rijetko se očituje simptomima i znakovima prije uznapredovale bolesti, a samo 

7-10% bolesnika otkrije se slučajnim radiološkim nalazom u asimptomatskoj fazi. 

Centralno smješteni tumori očituju se za dišni sustav specifičnim znakovima – kašljem i 

hemotpizama, a mogu uzrokovati piskanje, zaduhu, bol u prsima te smetnje ventilacije i 

recidivirajuće pneumonije iste lokalizacije koje kod pušača uvijek nalažu dopunsku 

dijagnostičku obradu i praćenje do potpune radiografske rezolucije. Naknadno se od bolesnika 

često saznaje podatak o promjeni karaktera kašlja i nekoliko mjeseci prije postavljanja 

dijagnoze, koji je međutim (iako je tipičan alarmantni znak) ocijenjen kao nevažni “pušački 

kašalj”. Hemoptiza, s druge strane, redovito dovodi bolesnike na žurni pregled, čak i ako postoje 

tek oskudne primjese krvi u iskašljaju. 

 

Tumori perifernog smještaja, češće adekokarcinomi, dugo su klinički nijemi. Mogu uzrokovati 

kašalj i napredujuću zaduhu zbog pleuralnog izljeva, bol zbog infiltracije parijetalne pleure ili 

torakalne stijenke, mišićnu slabost i ispade osjeta zbog infiltracije brahijalnog pleksusa. Često 

se bolesnici prezentiraju bolovima zbog koštanih metastaza ili promjenama ponašanja zbog 

metastaza u središnjem živčanom sustavu, posebice kod sitnostaničnog karcinoma.  

Znakovi lokalnog širenja tumora uključuju sindrom gornje šuplje vene uslijed kompresije, 

paralizu povratnog laringealnog živca ili freničkog živca, Hornerov sindrom ili kompresijom 

srednje trećine jednjaka uzrokovanu disfagiju.  

Često se javljaju opći, nespecifični znakovi uznapredovale bolesti: kronični umor, anoreksija, 

mršavljenje i febrilitet.  

Bolesnici se nerijetko po prvi puta prezentiraju paraneoplastičkim sindromom, odnosno 

sustavnim manifestacijama maligne bolesti koje nisu u svezi s metastatskim rasapom. Među 

najčešće manifestacije paraneoplastičkog sindroma ubrajaju se normocitna anemija, 

tromboflebitis, duboka venska tromboza, batićasti prsti, hipertrofična osteoartropatija, sindrom 

neprimjerenog lučenja antidiuretskog hormona i kaheksija. 
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1.1.7. Dijagnostički postupci 

 

Pristup bolesniku s nedokazanim karcinomom pluća uključuje iscrpnu anamnezu kojom je 

potrebno ciljano saznati o eventualnoj pojavi karcinoma bronha i pluća kod bolesnikovih 

roditelja ili braće i sestara, rizičnim čimbenicima, prijašnjim ili pridruženim plućnim bolestima, 

tumorima glave i vrata ili ostalih lokalizacija, detalje o sadašnjoj bolesti te potom detaljni 

klinički pregled i laboratorijsku obradu, konvencionalne Rtg snimke pluća u dvije projekcije, 

elektrokardiogram i ispitivanje plućne funkcije, kompjutorsku tomografiju (CT) toraksa i 

gornjeg abdomena s intravenskim kontrastom (ili umjesto CT-a gornjeg abdomena ultrazvučni 

pregled).  

Iako je specifičnost citološke pretrage iskašljaja koja se redovito u dijagnostičkom algoritmu 

navodi prije ostalih pretraga vrlo visoka, njezina je osjetljivost niska, oko 35%, a u studijama 

probira među rizičnom populacijom i niža, 10-20%.34 Pretraga je svakako indicirana kod 

bolesnika sa sumnjom na centralno smještenu neoplazmu koji iskašljavaju. Osjetljivost se 

znatno poboljšava ponavljanjem pretrage na višekratnim uzorcima.  

Tumorski biljezi korisni su u dijagnostici, posebice u praćenju odgovora na terapiju i ranoj 

detekciji rekurentne bolesti. CYFRA 21-1, fragment citoplazmatskog citokeratina 19 koji se u 

serumu određuje reakcijom monoklonskih protutijela mišjeg podrijetla na dvije antigenske 

determinante, specifični je biljeg nemikrocelularnog karcinoma pluća. Fragmenti 

intermedijarnih filamenata citokeratina su za razliku od originalnih molekula citokeratina topivi 

u serumu u kojeg se isplavljuju u serum nakon smrti stanica. Vrijednosti su neovisne o 

pušačkom statusu, a osjetljivost je viša kod tumora pločaste diferencijacije nego kod 

adenokarcinoma, posebice u III i IV stadiju bolesti.35  

CYFRA 21-1 može biti povišena kod benignih plućnih bolesti, primjerice u bolestima plućnog 

parenhima, tuberkulozi, KOPB-u (iako su pritom vrijednosti najšešće blago povišene), u 

zatajenju bubrega, karcinomima glave i vrata, jednjaka, želuca, mokraćnog mjehura, cerviksa, 

endometrija i ovarija.  

Neuron-specifična enolaza (NSE) biljeg je sitnostaničnog karcinoma čije su vrijednosti ovisne 

o proširenosti bolesti i također imaju prognostičku vrijednost. 

Bronhoskopija omogućuje pregled larinksa, traheje i bronhalnog stabla s uzimanjem uzoraka 

bioptata kod lokalizacijom pogodnih lezija ili brisa bronha četkicom i bronhalnog aspirata za 

citološku analizu. Inspekciji su dostupne lezije u području druge, često i treće generacije 



 

 

20 

 

bronha. Indicirana je svakako i kod tumora periferne lokalizacije, iako je u tim slučajevima 

rjeđe dijagnostička.  

Osnovni princip u dijagnostici karcinoma pluća je dobivanje dovoljne količine tkiva za 

histopatološku i molekularnu dijagnostiku uz minimalni broj procedura, odnosno najmanji rizik 

za bolesnika. Iako minimalni dostatni volumen tkiva dobivenog biopsijom nije točno definiran, 

većina patoloških laboratorija procjenjuje 1 mm3 dostatnim za imunohistokemijsku analizu i 

dodatno određivanje mutacija gena EGFR i ALK (ev. i mutacija gena ROS-1). 

Periferne lezije smještajem dostupne transtorakalnoj iglenoj punkciji potrebno je punktirati pod 

kontrolom CT-a ili ultrazvuka. Kao materijal za dijagnozu može poslužiti i uzorak pleuralnog 

izljeva, sekundarizma u limfnom čvoru ili primjerice kutane metastaze.  

Minimalno invazivni postupci (bronhoskopija, transbronhalna iglena punkcija pod kontrolom 

endobronhalnog ultrazvuka – EBUS-TBNA centralnih tumora sa zahvaćanjem limfnih čvorova 

prednjeg i gornjeg medijastinuma, transtorakalna iglena punkcija ili rjeđe iglena punkcija pod 

kontrolom transezofagealnog ultrazvuka –EUS) metode su prvog izbora za inicijalnu biopsiju. 

Međutim, nakon nekonkluzivnih rezultata prve biopsije ili nemogućnosti uzimanja dovoljno 

materijala, u drugom koraku prednost treba dati metodi koja će s većom sigurnošću biti 

dijagnostička.  

Invazivni staging medijastinuma indiciran je kod većine bolesnika s vjerojatnim tumorom 

stadija IB, II i III osim u slučaju N3 bolesti sa zahvaćanjem supraklavikularnog limfnog čvora 

kad je biopsija čvora zbog manje invazivnosti metoda izbora. 

Rjeđe su potrebne video-asistirana torakalna kirurgija (VATS) ili torakotomija s eksploracijom 

i biopsijom, odnosno resekcijom tumora. Primarna resekcija je metoda izbora kod bolesnika s 

vjerojatnim perifernim tumorom stadija IA. Kod potencijalno operabilnih bolesnika potrebno 

je perthodno učiniti PET (pozitronsku emisijsku tomografiju) radi procjene proširenosti bolesti.  

 

1.1.8. Liječenje karcinoma pluća 

 

Kod bolesnika s tumorom ograničenim na jedan hemitoraks koje je moguće u cijelosti odstraniti 

kirurško liječenje pruža najveće izglede za izlječenje. U prva dva stadija bolesti potpuna 

resekcija je gotovo uvijek moguća. Bolesnici s preoperativno utvrđenom N2 bolešću, odnosno 

zahvaćanjem ipsilateralnim medijastinalnih limfnih čvorova, načelno imaju potencijalno u 

cijelosti resektabilan tumor, no ukupno preživljenje im je bez adjuvantnog liječenja slabije u 
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odnosu na skupinu bolesnika kod kojih je zahvaćanje limfonoda medijastinuma intraoperativni 

nalaz. Stoga se za IIIA (N2) tumore preporučuje neoadjuvantna kemoterapija prije kirurškog 

zahvata. Unatoč pokušajima poštednijih resekcija adenokarcinoma ranog stadija, zbog 

opasnosti od lokoregionalne rekurencije bolesti zlatni standard kirurškog liječenja je 

lobektomija s potpunom resekcijom tumorske mase en bloc. S druge strane, kod proksimalno 

lokaliziranih (T3) tumora se uvijek kad je to moguće preporučuje učiniti poštednu resekciju s 

nekom od tehnika bronhoplastike ili angioplastike (npr. tzv. sleeve lobektomija) kako bi se 

sačuvala plućna funkcija, a pulmektomija je zahvat drugog izbora. Za inoperabilne bolesnike I 

i II stadija preporučuje se radikalno zračenje ili kemoradioterapija. Također, za bolesnike IIA-

IIIA stadija nakon operacije preporučuje se adjuvantna kemoterapija. Potrebno je napomenuti 

da je stopa preživljenja za asimptomatske bolesnike s perifernim nesitnostaničnim karcinomom 

promjera manjeg od 2 cm s potvrđenom N0 bolešću nakon anatomske segmentektomije prema 

rezultatima metaanalize iz 2014. godine jednaka kao za bolesnike koji su liječeni 

lobektomijom.36 

Inoperabilni bolesnici liječe se kemoterapijom prve linije, tj. kombinacijom cisplatine odnosno 

karboplatine s lijekovima treće generacije: gemcitabinom, taksanima (paklitakselom ili 

docetakselom), pemetreksedom (s izuzetkom pločastog karcinoma) ili etopozidom. 

Preporučuje se svim bolesnicima s adenokarcinomom prije započinjanja liječenja odrediti 

mutacije EGFR i ALK: kod bolesnika s aktivnim mutacijama gefitinib, erlotinib ili afatinib 

odnosno krizotinib ili ceritinib su lijekovi prvog izbora, a kod preostalih se kombinaciji 

temeljenoj na platini pridodaje bevazicumab, monoklonsko protutijelo na čimbenik rasta 

vaskularnog endotela (VEGF).  

Monoterapijom docetakselom, pemetreksedom ili inhibitorima tirozinske kinaze gefitinibom, 

erlotinibom ili afatinibom provodi se druga linija liječenja. Kod bolesnika koji nisu primali 

erlotinib taj se lijek daje u trećoj liniji liječenja.  

Redovite kliničke, laboratorijske i radiološke kontrole provode se tijekom aktivnog liječenja i 

nakon završetka terapije s ciljem pravovremenog utvrđivanja progresije odnosno recidiva 

bolesti: kompjutorizirana tomografija toraksa i gornjeg abdomena indicirana je dvaput godišnje 

tijekom prve dvije godine, a potom jednom godišnje. 
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1.1.8.1. Imunoterapija nesitnostaničnog karcinoma pluća 

 

Imunoterapijski pristup temelji se na principima različitim od konvencionalne kemoterapije 

usmjerene na brzodijeleće stanice ili liječenja usmjerenog na dokidanje ključnih molekularnih 

puteva o kojima ovise tumorski rast i sposobnost invazije. Osnovna je pretpostavka 

imunogeničnost tumora, odnosno prepoznavanje tumorskih stanica kao stranih nakon 

antigenske prezentacije i aktivacije stanične imunosti, pri čemu su rast i razvoj tumora mogući 

samo uz mehanizme izbjegavanja imunološkog nadzora. Iako je, u prvom redu zbog neuspjelih 

pokušaja imunomodulacije BCG-om, interferonom ili interleukinom-2, smatran slabo 

imunogeničnim tumorom, nedavne kliničke studije pokazale su iznenađujuće rezultate 

imunoterapije nesitnostaničnog karcinoma pluća. Ipilimumab je IgG1 monoklonsko protutijelo 

na CTLA-4 antigen citotoksičnih limfocita T čija je učinkovitost u liječenju prve linije 

novootkrivenog karcinoma pločastih stanica dokazana u kombinaciji s paklitakselom i 

karboplatinom,37 a u tijeku je III faza kliničke studije (NCT01285609). 

Osim inhibicije kostimulacijskih signala limfocita T, druga najispitivanija zahvatna točka 

imunoterapije su PD-1 (engl. programmed death receptor), odnosno njegov ligand PD-L1 koji 

se u tumorima uslijed aktivacije onkogena i/ili upalne reakcije u tumorskom mikrookolišu 

pojačano eksprimira. Nivolumab je monoklonsko protutijelo na PD-1 limfocitni receptor 

odobreno u liječenju uznapredovalih NSCLC s dokazanom progresijom u tijeku ili nakon na 

platini temeljenih kemoterapijskih protokola. Dodatne terapijske mogućnosti od posebnog su 

značaja u liječenju pločastog karcinoma gdje je dosad u obzir dolazila tek jedna linija 

kemoterapije. U pločastom karcinomu u usporedbi s docetakselom po RECIST kriterijima 

objektivizirani odgovor na liječenje bio je viši s nivolumabom (20% naspram 9%), a njegovo 

trajanje nije dosegnuto (za docetaksel je iznosilo osam mjeseci), jednogodišnje preživljenje je 

bilo 42% (naspram 24% za docetaksel).38 Osim nivolumaba u SAD i Europi je odobren i 

pembrolizumab, a ispituju se atezolizumab i durvalumab, IgG protutijela na PD-L1. Osim u 

drugoj liniji liječenja, od 2016. je pembrolizumab u SAD odobren u prvoj liniji kod bolesnika 

s uznapredovalim nesitnostaničnim karcinomom i visokom ekspresijom PD-L1 temeljem 

rezultata III faze kliničkog ispitivanja KEYNOTE-024, a atezolizumab u nesitnostaničnom 

karcinomu s dokazanom progresijom unatoč kemoterapiji temeljem dokazane superiornosti u 

odnosu na docetaksel. 39, 40, 41 
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1.2. Molekularni mehanizmi karcinoma pluća 

 

Zasad je stadij tumorske bolesti najpouzdaniji prognostički čimbenik karcinoma pluća. 

Poznavanje kompleksnih molekularnih mehanizama tumorskog nastanka, razvoja i rasta, 

odnosno identifikacija njihovih biljega važno je za razumijevanje patogeneze karcinoma pluća 

no isto tako i za pronalaženje usmjerenog protutumorskog liječenja te uključivanja adjuvantnih 

terapijskih protokola za podskupine bolesnika koji dijele zajedničke molekularne značajke 

tumora, odnosno individualizirani terapijski pristup.  

 

1.2.1. Genetske promjene 

 

U stanicama karcinoma pluća bez iznimke nastaju poremećaji normalne regulacije stanične 

proliferacije i rasta uključujući i izmijenjenu komunikaciju s izvanstaničnim matriksom. 

Među osnovnim odrednicama maligne alteracije najvažnije su: samodostatnost signala rasta, 

neosjetljivost na inhibitore rasta, izbjegavanje apoptoze, neograničen replikacijski potencijal, 

neoangiogeneza, invazija tkiva i metastaziranje.42  

Transformacija u maligni fenotip zahtijeva brojne progresivne genetske i epigenetske promjene. 

Somatske mutacije gena koji kodiraju bjelančevine nužne za stanični rast i preživljavanje 

dovode do maligne transformacije stanice. Tako promijenjena stanica postaje neosjetljiva na 

mehanizme negativne povratne sprege ili specifične stimulacijske signale. Štoviše, maligno 

transformirana stanica postaje ovisna o onkogenom signalu, odnosno pokretačkoj mutaciji koja 

je njezin trajni biljeg i istovremeno svojevrsna Ahilova peta. Ciljano protutumorsko liječenje 

usmjereno je upravo na ishodišnji transformacijski signal, odnosno pokretačku mutaciju. Osim 

veće učinkovitosti specifična terapija temeljena na molekularnom testiranju tumorskog tkiva 

povezana je i s manjom toksičnošću.  

 

Međunarodne smjernice triju udruženja, CAP (College of American Pathologists), IASLC 

(International Association for the Study of Lung Cancer) i AMP (Association of Molecular 

Pathologists) iz 2013. i 2014. godine preporučuju testiranje mutacije EGFR i ALK u tkivu 

primarnog tumora ili dostupnih presadnica kod svih bolesnika čiji tumor sadrži elemente 

adenokarcinoma ili se oni ne mogu isključiti sa sigurnošću, neovisno o kliničkim 

osobitostima.43  
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1.2.2. Onkogeni i signalni putevi stimulacije rasta 

 

1.2.2.1. Signalni put receptora epidermalnog čimbenika rasta (EGFR) 

 

Obitelj ErbB receptora tirozinske kinaze sastoji se od četiri člana: receptora epidermalnog 

čimbenika rasta EGFR (engl. epidermal growth factor receptor), odn. HER1 ili ErbB-1, ErbB-

2 (HER2), ErbB-3 i ErbB-4. Svima im je zajednička visoko konzervirana intracelularna domena 

tirozinske kinaze.44 

EGFR na staničnoj površini je monomer i njegova dimerizacija je nužan preduvjet aktivacije 

tirozinske kinaze. Aktiviran je epidermalnim čimbenikom rasta (engl. EGF, epidermal growth 

factor) ili nekim od njemu sličnih liganada poput TGF-α (engl. transforming growth factor-α) 

ili amfiregulina što nizvodno potiče brojne signalne puteve koji reguliraju staničnu 

proliferaciju, aktivaciju transkripcije i izbjegavanje apoptoze (RAS/RAF/MEK/MAPK, 

PI3K/AKT, STAT3 i STAT5).45 

 

Aktivacijom tirozinske kinaze i fosforilacijom receptora aktivira se signalni put RAS s 

posljedičnom kaskadnom aktivacijom BRAF i MEK1 te fosforilacijom ERK1/2 što diktira 

staničnu proliferaciju. Također, aktiviran je PI3K put i nizvodno proteinska kinaza B (AKT). 

Delecije tumorsko-supresorske fosfataze PTEN koja inhibira PI3K put ili njezino utišavanje na 

epigenetskoj razini dokazani su u glioblastomu i adenokarcinomu endometrija. PTEN također 

utječe na fosforilacjski status EGFR. Nizvodno je aktiviran i signalni put mTOR koji sudjeluje 

u regulaciji staničnog ciklusa, proliferacije i apoptoze.46 

Aktivnost tirozinske kinaze EGFR u normalnim stanicama je strogo mrežno kontrolirana, no u 

malignim stanicama geni koji kodiraju receptor mogu mutacijama izbjeći uobičajene čvrsto 

ustrojene intracelularne kontrolne mehanizme.  

Pojačana ekspresija ili aberantna aktivacija EGFR javljaju se u 50-90% nesitnostaničnih 

karcinoma pluća i mogu biti udružene s amplifikacijom gena. Mutacije tirozinske kinaze EGFR 

javljaju se u oko 15% adenokarcinoma pluća u Sjedinjenim Američkim Državama i Europi, te 

jednako tako i kod nas.47 Incidencija u Aziji je značajno viša, između 22 i 62%. 48  

Liječenje karcinoma pluća usmjereno na EGFR započelo je i prije spoznaja o specifičnim 

aktivacijskim mutacijama, a gefitinib je u neselekcioniranoj populaciji imao stopu odgovora od 

10-20%49, 50, a erlotinib statistički značajno poboljšao preživljenje.51 Ovo je otkriće ubrzo 
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zasjenjeno dramatičnim odgovorom u subpopulaciji bolesnika s adenokarcinomom, posebice 

ženskog spola, Azijata i nepušača.52  

 

Mutacije EGFR čine tumorske stanice (uglavnom adenokarcinoma) ovisne o trajnom EGF 

signalu, te stoga prekid signala inhibitorima tirozinske kinaze (TKI) uzrokuje smrt maligne 

stanice. Aktivirajuće somatske mutacije javljaju se kao delecije, insercije ili točkaste mutacije 

egzona 18-21 gena EGFR, pri čemu točkasta mutacija egzona 21 L858R i delecija egzona 19 

del746-750 obuhvaćaju čak 86% svih mutacija u nesitnostaničnom karcinomu.53 Osim toga, 

inhibitori EGFR induciraju apoptozu tumorskih stanica putem Bcl-2 obitelji bjelančevina54 i 

autofagiju inhibicijom mTOR sustava te poticanjem aktivnosti tumorskog supresora Beclin 1.55  

Unatoč izvrsnim rezultatima liječenja inhibitorima tirozinske kinaze EGFR, u tumorima se 

gotovo bez iznimke pojavljuju novonastale mutacije, najčešće zamjena metionina treoninom u 

egzonu 20 gena EGFR (T790M) koje uzrokuju rezistenciju tumora na TKI.56  

Mutacije HER2 (ERBB2) tirozinske kinaze mogu se utvrditi kod 1-2% nesitnostaničnih 

karcinoma pluća. Također su najčešće u adenokarcinomu, kod žena i nepušača.57  

 

 

1.2.2.2. Signalni put RAS/RAF/MEK/MAPK/MYC 

 

Aktivacija signalnog puta RAS/RAF/MEK/MAPK nizvodno od EGFR puta pokreće 

nekontroliranu staničnu proliferaciju.  

RAS obitelj protoonkogena sastoji se od četiri visoko homologne bjelančevine: KRAS, HRAS, 

NRAS i RRAS. Pritom su najčešće posrijedi KRAS mutacije, a mutacije drugih protoonkogena 

iz iste obitelji nalaze se iznimno.58 Aktivirajuće KRAS mutacije nalaze se u 20-25% plućnih 

adenokarcinoma i značajno su češće kod pušača.59 Čini se da su žene osjetljivije na mutacije 

KRAS uzrokovane pušenjem.60 Iako su ranije studije nedvojbeno ukazivale na mutaciju KRAS 

kao negativan prognostički čimbenik,61 njezin utjecaj na preživljenje u ranom adenokarcinomu 

pluća je ograničen.62 U IV stadiju mutacija KRAS je neovisni prediktivni čimbenik kraćeg 

preživljenja za razliku od mutacije EGFR.63 KRAS mutacije smanjuju osjetljivost tumora na 

terapiju erlotinibom u odnosu na divlji tip tumora.64 Na animalnom modelu dokazano je 

značajno smanjenje ukupne mase karcinoma pluća s mutacijom KRAS nakon primjene 

kombinacijskog liječenja inhibitorima bjelančevina MEK i PI3K.65 BRAF je nizvodni signalni 
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medijator KRAS-a koji aktivira put MAP kinaze. Mutacije se nalaze u 1-3% nesitnostaničnih 

karcinoma pluća, predominiraju u adenokarcinomu i kod pušača.66 Većinom je posrijedi 

mutacija V600E.67 Gen MAPK2K1 kodira MEK1 koji nizvodno od RAF-a kontrolira staničnu 

proliferaciju. Mutacije MAPK2K1 nalaze se u 1% plućnih adenokarcinoma.68  

MYC protoonkogeni aktivirani amplifikcijom uzvodnih gena često potiču nekontroliranu 

proliferaciju stanica nesitnostaničnih pluća, iako je njihova aktivnost zabilježena i u 

sitnostaničnom karcinomu.69, 70 Osim što proizlazi da u nastajanju karcinoma pluća može 

sudjelovati aktivacija različitih signalnih puteva, rutinsko određivanje mutacija ALK i EGFR u 

budućnosti će zasigurno slijediti i niz drugih. 

 

1.2.2.3. Signalni put PI3K/AKT 

 

Signalni sustav PI3K/AKT aktiviran je rano u nastanku karcinoma pluća. Potiče preživljavanje 

tumorskih stanica kočenjem apoptoze. U pločastom karcinomu zabilježena je amplifikacija 

gena koji kodira katalitičku podjedinicu fosfatidilinozitol 3-kinaze PI3K. PI3 kinaza je supstrat 

za IGF (engl. insulin-like growth factor) obitelj signalnih bjelančevina.71 Nizvodnom 

aktivacijom serin-treonin kinaze AKT omogućena je fosforilacija niza regulatornih 

bjelančevina kao što je Bad (na taj način deaktiviran čime je poništen njegov proapoptotski 

učinak) ili neizravna aktivacija drugih signalnih sustava kao što je mTOR koji regulira staničnu 

proliferaciju, napredovanje staničnog ciklusa, organizaciju citoskeleta, translaciju glasničke 

RNA.72 Osim toga, AKT izravno regulira signale apoptoze fosforilacijom i stimulacijom 

ekspresije survivina.  

PI3K/AKT signalni sustav nadzire tumorski supresor PTEN koji je u nekim tumorima potpuno 

utišan. Inaktivacija ili izostanak ekspresije ovog gena utvrđeni su u nesitnostaničnom 

karcinomu pluća.73,74 Mutacije PIK3CA javljaju se u oko 4% nesitnostaničnih karcinoma pluća, 

uključujući adenokarcinome i pločasti karcinom,75 a mogu biti jedan od mehanizama 

rezistencije na inhibitore tirozinske kinaze EGFR.76  

 

1.2.2.4. NKX2-1 (TTF-1) – tkivno specifični onkogen 

 

Amplifikacija tkivno specifičnih transkripcijskih čimbenika dokazana je u karcinomu prostate, 

dojke i malignom melanomu.77,78,79 Temeljem ovih spoznaja postavljena je teorija tkivno 
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specifičnih onkogena po kojoj su preživljavanje i rast tumorske stanične populacije ovisni o 

trajnom signalu putevima specifičnim za pojedina tkiva, primjerice abnormalnoj aktivaciji 

puteva uključenih u normalnu diferencijaciju. NKX2-1 (odn. TTF-1, engl. thyroid transcription 

factor-1) je tkivno specifični transkripcijski čimbenik nužan za pravilno grananje dišnih puteva 

i nastanak pneumocita tipa II koji se smatra najvjerojatnijim kandidatom amplifikacije u 

nesitnostaničnom karcinomu pluća. TTF-1 također sudjeluje u regulaciji morfogeneze štitnjače 

i mozga.80
 

 

1.2.2.5. Fuzijske bjelančevine ALK  

 

EML4-ALK (engl. echinoderm microtubule-associated protein like 4-anaplastic lymphoma 

kynase) identificiran je 2007. godine kao fuzijski onkogen u anaplastičnom velikostaničnom 

limfomu.81
 EML4-ALK nastaje inverzijom na kratkom kraku drugog kromosoma kojom se 

egzoni 1-13 EML4 pripajaju egzonima 20-29 anaplastične limfomske kinaze ALK te nastaje 

kimerična bjelančevina sastavljena od N-terminalne domene EML4 i C-terminalne 

intracelularne domene ALK s aktivnošću tirozinske kinaze.82  

Iako su od otkrića EML4-ALK utvrđene različite mutacije, svima im je zajednička dimerizacija 

i/ili oligomerizacija ALK neovisna o vezivanju liganda i posredovana EML4 fuzijskim 

suučesnikom. Na taj se način konstitutivno aktivira tirozinska kinaza. Plućno-specifična 

ekspresija EML4-ALK onkogena dovodi do pojave multiplih plućnih adenokarcinoma u 

populaciji transgeničnih miševa.83  

Rast staničnih linija karcinoma koje nose EML4-ALK translokaciju učinkovito inhibiraju 

blokatori ALK tirozinske kinaze.84 Također ALK inhibitori uzrokuju regresiju tumora EML4-

ALK transgeničnih miševa, što dokazuje ovisnost o fuzijskom onkogenu.  

Pregradnja gena anaplastičke limfomske kinaze u neselekcioniranoj populaciji nesitnostaničnih 

karcinoma pluća javlja se u oko 4% uzoraka,66,85,86,87,88 no uz kliničko-patološku korelaciju 

mutacija se nalazi znatno učestalije: u podskupini nepušača (ili blagih pušača s manje od deset 

pušačkih godina u anamnezi) s adenokarcinomom i bez mutacije EGFR učestalost je 33%. 

Drugim riječima, svaki treći bolesnik s osobitostima karakterističnim za mutaciju EGFR koju 

nije moguće dokazati može nositi fuzijski onkogen EML4-ALK.89 Fuzijski onkogen EML4-

ALK javlja se kod mlađih bolesnika, u adenokarcinomu, iako je sporadično opisan i u 

pločastom karcinomu.  
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Zlatni standard za potvrdu pregradnje gena ALK je jos uvijek fluorescentna in situ hibridizacija 

(FISH), iako se u novim smjernicama očekuje prihvaćanje imunohistokemijske metode 

(klonovima D5F3 i 5A4) kao dovoljni uvjet za odluku o terapiji. 

 

1.2.2.6. Amplifikacija FGFR1 

 

Receptor fibroblastnog čimbenika rasta-1 (FGFR1) je receptor stanične membrane s aktivnošću 

tirozinske kinaze i uključen je u aktivaciju stanične proliferacije. Amplifikacija gena FGFR 

utvrđena je kod 13-25% pločastih karcinoma pluća i tad je povezana s pušenjem i nižom stopom 

preživljenja.90  

 

1.2.3. Tumorsko-supresorski geni i putevi inhibicije tumorskog rasta 

 

1.2.3.1. Tumorsko-supresorska bjelančevina p53 

 

Fosfoprotein p53 je kritična točka u aktivaciji intrinzičnog puta apoptoze. Aktiviran je 

mitohondrijskim signalima iz stanične unutrašnjosti (za razliku od ekstrinzičnog puta 

aktiviranog receptorima s površine stanice). U kontekstu ekscesivnog, nepopravljivog oštećenja 

p53 potiče apoptozu aktivacijom ekspresije nizvodnih gena (npr. puma, noxa, fas) ili kočenjem 

antiapoptotskih bjelančevina (npr. Bcl-Xl, Bcl-2).91 Pritom se pod apoptozom podrazumijeva 

kaspazama posredovan stanični suicid za razliku od drugih mehanizama programirane stanične 

smrti (npr. autofagije, paraptoze ili mitotske katastrofe).92  

Inaktivacijske mutacije p53 vrlo su česte u malignim tumorima, posebice u karcinomu pluća. 

Najčešće se nalaze hemizigotne delecije uz inaktivirajuću mutaciju preostalog alela. Za gubitak 

funkcije tumorsko-supresorskog gena nužna je naime inaktivacija oba alela. Regulacija p53 

odvija se putem onkogena MDM2 koji pokreće njegovu degradaciju ili p14ARF izoforme 

tumorskog supresora CDKN2A. Amplifikacija MDM2 javlja se u oko 6% nesitnostaničnih 

karcinoma pluća, a gubitak ekspresije p14ARF u oko 40% nesitnostaničnih i oko 65% 

sitnostaničnih karcinoma.93,94 Genskom terapijom moguće je ponovno uspostaviti funkciju p53 

puta u subpopulaciji tumorskih stanica.95  

 

 



 

 

29 

 

1.2.3.2. Signalni put CDKN2A/RB  

 

Signalni put CDKN2A-RB1 kontrolira prijelaz G1 faze staničnog ciklusa u S fazu. 

Hiperfosforilirani retinoblastoma protein (RB), kodiran kao RB1, zaustavlja tranziciju u S fazu 

i na taj način suprimira nekontrolirani rast. Gotovo sve sastavnice ovog signalnog puta mogu 

biti promijenjene u karcinomu pluća mutacijom (CDK4, CDKN2A), delecijom (RB1, 

CDKN2A), amplifikacijom (CDK4, CCDN1), utišavanjem metilacije (CDKN2A, RB1) ili 

fosforilacijom (RB).96, 97, 98 

 

1.2.3.3. Tumorsko-supresorski geni kromosoma 3p 

 

Gubitak jedne kopije kromosoma 3p jedan je od najčešćih ranih događaja u karcinomu, utvrđen 

u 96% plućnih karcinoma i 78% preneoplastičkih lezija.99  

Mapiranjem je utvrđeno više gena kratkog kraka s funkcijom supresije tumorskog rasta, među 

njima i obitelj semaforina i FHIT smješten na najčešće lomljivom mjestu ljudskog genoma 

(FRA3B) te TUSC2 (FUS1). TUSC2 učinak tumorske supresije postiže inhibicijom kinaza kao 

što su EGFR, PDGFR, c-Abl, c-Kit i AKT te inhibicijom degradacije p53 posredovane 

onkogenom MDM2.100,101  

 

1.2.3.4. Signalni put LKB1 

 

Signalni put serin/treoninske kinaze LKB1 regulira polaritet stanice, diferencijaciju i 

metabolizam. Inaktiviran je kod trećine nesitnostaničnih karcinoma pluća102 gdje često korelira 

s aktivacijom KRAS sustava i inhibicijom signalnog puta mTOR103 što sve potiče 

nekontroliranu staničnu proliferaciju. U pretkliničkim ispitivanjima bigvanidi su pokazali 

djelotvornost u liječenju NSCLC s LKB1 i KRAS mutacijama. U tijeku je II faza 

randomiziranog kliničkog ispitivanja kombinacije metformina, paklitaksela, karboplatine i 

bevazicumaba u liječenju adenokarcinoma pluća.104  

 

1.2.4. Epigenetske promjene 

Epigenetske promjene mijenjaju ekspresiju gena ne zahvaćajući u sekvenciju DNA i stoga su 

potencijalno reverzibilne. Aberantna hipermetilacija promotorskih regija gena koji ostaju 
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nemetilirani bez obzira na starenje ili pak onih koji tijekom starenja podliježu metilaciji česta 

je promjena u ranim fazama karcinoma pluća. Na taj način utišana je transkripcija gena koji 

imaju funkciju tumorskih supresora, popravaka oštećenja DNA, detoksikacije duhanskog dima 

ili regulacije proliferacije.105 Deacetilacija histona primjer je epigenetskog utišavanja gena. 

Inhibitori histonske deacetilaze (HDAC) smanjuju invazivni potencijal u staničnim linijama 

nesitnostaničnog karcinoma rezistentnog na cisplatinu.106  

 

1.2.4.1. Regulacija posredovana mikroribonukleinskim kiselinama (miRNA) 

 

MikroRNA su malene molekule RNA koje se sastoje od svega dvadesetak nukleotida i ne 

kodiraju bjelančevine, već reguliraju ekspresiju gena destrukcijom RNA ili inhibicijom procesa 

translacije. Više od polovice mikroRNA locirano je na lomljivim mjestima genoma ili na 

lokusima povezanim s nastankom tumora. Obitelj mikroRNA let-7 (engl. lethal-7) djeluje kao 

supresor tumorskog rasta regulirajući KRAS i NRAS.107 U nesitnostaničnom karcinomu je 

slabije izražena nego u normalnom tkivu što je povezano sa lošijim prognostičkim ishodom. 107 

MikroRNA-128b izravni je regulator EGFR i uzrokuje lubitak heterozigotnosti u staničnim 

linijama nesitnostaničnog karcinoma pluća.108  

 

1.2.4.2. Signalni putevi Notch, Hedgehog i Wnt 

 

Tijekom embrionalnog razvoja stanice često mijenjanju osnovne odrednice identiteta tijekom 

migracije u novonastala tkiva. Mnoge od tih morfogenetskih promjena induciraju različiti 

izvanstanični ligandi, odnosno njihovo vezivanje za specifične u tom trenuku aktivirane 

receptore. U novije vrijeme u središtu pozornosti među brojnim signalnim putevima koji 

reguliraju gensku ekspresiju te uzrokuju dinamičke promjene u staničnoj adheziji i migraciji 

upravo su signalni putevi Notch, Hedgehog i Wnt. 

 

Geni za regulaciju signalnih puteva Notch, Hedgehog (HH) i Wnt koji sudjeluju u razvoju 

progenitorskih stanica i plućnoj organogenezi strogo su regulirani u zdravom organizmu, no 

njihove se mutacije s posljedičnom aktivacijom abnormalnih nizvodnih efektorskih molekula 

nalaze često u karcinomu pluća.109,110  
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Notch je evolucijski visokokonzervirani intracelularni signalni put uključen u programiranje 

stanične diferencijacije beskralješnjaka i kralješnjaka. Abnormalna aktivacija receptora Notch3 

eksprimirana je u 39% reseciranih plućnih karcinoma i njegova ekspresija korelira s 

ekspresijom receptora EGF. Inhibicijom receptora Notch3 zabilježeno je usporenje rasta 

tumorskih stanica kao i pojačanje ovisnosti o čimbenicima rasta odnosno izraženiji odgovor na 

inhibiciju tirozinske kinaze EGFR.111  

Multifunkcionalni interleukin-6 (IL-6) modulira regulaciju receptora Notch3, također i obitelj 

JAK tirozinskih kinaza a posredno i signalne molekule STAT3, MAPK i PI3K.112  

Signalni sustav Hedgehog tijekom embrionalnog razvoja regulira sudbinu zametnih stanica, 

međutim u odraslom organizmu kralješnjaka sudjeluje u odgovoru na ozljedu i uključen je u 

regeneriranje respiratornog epitela.113 Pojačanje signala HH puta s posljedičnom aktivacijom 

onkogena GLI1 zabilježeno je u sitnostaničnom114 i nesitnostaničnom karcinomu pluća.115  

 

Sustav bjelančevina Wnt (engl. Wingless-type) igra ključnu ulogu u održanju pluripotencije 

zametnih stanica i kasnije usmjerene diferencijacije. Signalizacija se odvija dominantno putem 

β-katenina i igra presudnu ulogu u organogenezi, ali i inicijaciji i progresiji tumora.  

Β-katenin je transkripcijski kofaktor nuklearnog čimbenika TCF/LEF (engl. T cell 

factor/lymphoid enhancer factor), a osim toga čvrsto vezan za citoplazmatsku domenu 

kadherina tipa I igra odlučujuću ulogu u strukturnoj organizaciji aktinskog citoskeleta s kojim 

se veže putem α-katenina.116  

Strukturni i funkcijski dinamički integritet kompleksa kadherin-katenin reguliran je 

fosforilacijom, npr. sustavom Src kinaza ili putem EGFR. Aktivacijom tirozinskih kinaza biva 

razorena sveza s kadherinom,117 razina citoplazmatskog β-katenina raste, a nakon dostatne 

akumulacije i stabilizacije može uslijediti i transfer u staničnu jezgru pod utjecajem IGF-1 

(engl. insulin-like growth factor-1) i transkripcija gena posredovana TCF/LEF.101  

Iako je Wnt signalni put iznimno kompleksan uz brojne interakcije s drugim regulacijskim 

sustavima, česta pojava njegovih alteracija u nesitnostaničnom karcinomu pluća osnova je 

intenzivnog traganja za prognostičkom vrijednošću pojedinih mutacija kao i ciljanim 

terapijskim opcijama usmjerenim na neku od komponenti u uznapredovalom NSCLC.  
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U kulturama respiratornog epitela cigaretni dim potiče nastanak tumora putem signalnih puteva 

Wnt i HH.118 Aberantna ekspresija Wnt1 i β-katenina pokazala se kao neovisni prognostički 

čimbenik nesitnostaničnog karcinoma pluća nakon kirurškog zahvata,119 a aberantna ekspresija 

β-katenina pojavljuje se češće u metastatskim lezijama nego u korespondirajućem primarnom 

tumoru.120 Inhibicijom signalnog puta monoklonskim protutijelom usmjerenim na Wnt1, 

niskomolekularnom tzv. siRNA (engl. small interfering RNA) ili drugim metodama moguće je 

inducirati apoptozu tumorskih stanica,121 reducirati sposobnost invazije122 i inhibirati 

proliferaciju stanične linije nesitnostaničnog karcinoma pluća.123 Osim toga, aktivacija puta 

Wnt u staničnoj liniji nesitnostaničnog karcinoma A549 povezana je s rezistencijom na 

cisplatinu,124 inhibicija liganda Wnt puta FZD-8 povećava odgovor na decetaksel,125 a inhibicija 

Wnt puta antagonistom EMX2 ponovno uspostavlja osjetljivost na cisplatinu.126  

 

1.3. Epitelno-mezenhimska tranzicija: raskrižje razvoja i maligne transformacije 

 

Razvoj organskih sustava metazoa započinje nastankom jednoga sloja epitelnih stanica koje 

predstavljaju temeljnu strukturu na kojoj počiva daljnje građenje. Epitelne stanice rastu u 

jednom sloju, međusobno lateralno povezane specijaliziranim spojnim strukturama, čvrstim 

(engl. tight junction), tijesnim (engl. gap junction), adherentnim svezama i dezmosomima. 

Adherentne sveze imaju osobito važnu ulogu u konstruiranju lateralnih međustaničnih 

adhezivnih spojeva.127  

Epitelne stanice redaju se po načelu apikalno-bazalnog polariteta osnovanog na ukotvljenosti 

za bazalnu membranu koja je odgovorna za sprječavanje njihove migracije u predležeći 

ekstracelularni matriks (ECM). 

Mezenhimalne stanice nastaju od primitivnog epitela tijekom rane embriogeneze. Za razliku od 

epitela, polarizirane su u anteriorno-posteriornom smjeru i rijetko uspostavljaju izravni odnos 

sa susjednim mezenhimskim stanicama. Stoga se mogu pojedinačno uvlačiti u ekstracelularni 

matriks. 

Konverzija epitelnih u mezenhimske stanice definirana je kao zasebni stanični program 1980-

tih serijom elegantnih pokusa Greenburga i Haya koji su i uveli termin epitelno-mezenhimske 

tranzicije (EMT).128 Glavne odrednice epitelno-mezenhimske tranzicije su: (1) morfološke 

promjene od jednoslojnog pločastog rasta uzdužno polariziranih epitelnih stanica do vretenastih 

mezenhimskih stanica s migratornim protruzijama (pseudopodijima, filopodijima), (2) 
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promjena diferencijacijskih biljega od citokeratina u vimentin, fibronektin, β1 integrine i 

„splicing“ varijante FGFR2 i (3) funkcionalne promjene.129, 130  

Epitelno-mezenhimska konverzija nije nužno ireverzibilna. Mezenhimsko-epitelna konverzija 

(MET) pojavljuje se tijekom embrionalnog razvoja kao odraz plastičnosti epitela.131, 132  

Superobitelj transformirajućeg čimbenika rasta-β (TGF-β) je primarni signalni induktor EMT. 

Pritom signalni sustav TGF-β komunicira s ranije spomenutim putevima Wnt, Notch i 

signalnim putevima tirozinskih kinaza. Nadalje, proces epitelno-mezenhimske tranzicije je 

transkripcijski moduliran promotorom gena E-kadherina (funkcionalni gubitak E-kadherina u 

epitelnim stanicama je jedna od osnovnih značajki EMT) te transkripcijskim čimbenicima s 

cinkovim prstima, tzv. Zinkfinger proteins (Slug, Snail, obitelj ZEB).133, 134, 135, 136  

 

1.3.1. Bjelančevina NEDD9 

 

Regulatorni protein NEDD9 integralna je sastavnica normalne i patološki promijenjene 

stanične biologije sudjelovanjem u kontroli migracije i kemotaksije, apoptoze, staničnog 

ciklusa i diferencijacije. Djelomična sekvenca gena NEDD-9 prvi put je opisana 1992. godine 

subtrakcijskim kloniranjem gena dominantno eksprimiranih u ranom embrionalnom razvoju 

mozga (engl. Neural precursor cell expressed, Developmentally Down-regulated).137 Četiri 

godine kasnije gen je izoliran u cijelosti i identificiran kao tkivno specifični koordinirajući 

regulator polarizacije citoskeleta pod utjecajem signala rasta onkogene fosfotirozinske kinaze 

Abl i nazvan je HEF1 (engl. Human Enhancer of Filamentation 1).138 HEF1 smješten u 

fokalnim adhezijama (mjestima o integrinu ovisnih sveza s izvanstaničnim matriksom), a osim 

s Abl kinazom povezan je i s fokalnom adhezijskom kinazom FAK.139,140 Iste godine Minegishi 

i sur. su osim neovisne potvrde o interakciji s FAK-om dokazali i sudjelovanje bjelančevine 

koju su nazvali Cas-L (engl. Cas-L: Crk-associated substrate-related protein, lymphocite type; 

Cas: chicken tumor virus no. 10 regulator of kinase) u kostimulaciji limfocita T.141 Od 2007. 

godine sva su tri imena (HEF1, Cas-L i NEDD9) u uobičajenoj uporabi kao sinonimi.  

NEDD9/HEF1/Cas-L je uz još dvije bjelančevine, p130Cas/BCAR1 i Efs/Sin član tzv. obitelji 

Cas (engl. Crk-associated proteins) i dosad nije utvrđena njegova katalitička aktivnost.  

Bjelančevine obitelji Cas sudjeluju u brojnim biološkim funkcijama: staničnoj migraciji, 

prijanjanju za izvanstanični matriks te odgovoru na mehaničke promjene mikrookoliša, 

degradaciji izvanstaničnog matriksa, kontroli staničnog ciklusa, cilijarnoj resorpciji, 
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reorganizaciji osteoklasta, kemotaksiji, fagocitozi te razvoju imunološkog, centralnog i 

perifernog živčanog sustava.142  

 

Gen za NEDD9 je kod svih kralježnjaka konzerviran i u ljudskom genomu je smješten na 

kromosomu 6p25-p24. NEDD9 sastoji se od 834 aminokiseline organizirane u četiri domene: 

aminoterminalne domene SH3 (engl. Src homology 3), supstratne domene SD, serinom bogatog 

četverostrukog heliksa i karboksiteminalne domene. Iako se NEDD9 nalazi dominantno u 

staničnoj citoplazmi, nakon ekstrinzičkih ili intrinzičkih poticaja on se koncentrira u fokalnim 

adhezijama te u području centrosoma i mitotskog vretena tijekom faza G2 i M staničnog ciklusa 

i među ostalim upravo interakcije s centrosomima i sustavom proteasoma izdvajaju NEDD9 od 

ostalih članova obitelji Cas.143, 144, 145, 146 Interakcije s proteasomskom mašinerijom i 

bjelančevinama SMAD omogućuju brzi obrtaj pri odgovoru na različite biološke stimuluse. 

Supstratna domena NEDD9 je intrinzički nestrukturirana, ali osjetljiva na istezanje N-

terminalnih i C-terminalnih sveza pri čemu se razotkrivaju SH2 vezna mjesta i postaju slobodna 

za fosforilaciju i vezivanje. Drugim riječima, NEDD9 vjerojatno funkcionira i kao 

mehanosenzor.  

NEDD9 je reguliran primarno na razini fosforilacijske kontrole Src kinazama i fokalnom 

adhezijskom kinazom što je među ostalim uvjetovano integritetom citoskeleta, čvrstoćom 

izvanstaničnog matriksa, aktivacijom integrina i TGF-β1, ali isto tako i na razini transkripcije 

te već spomenute brze proteolize sustavom proteasoma i kaspazama.126, 147, 148  

NEDD9 igra važnu ulogu kao svojevrsni mrežni čvor u regulaciji barem tri različite klase 

bioloških zbivanja: migraciji i invaziji, zatim apoptozi i konačno staničnom ciklusu.140  

Proces stanične migracije zahtijeva kompleksnu koordinaciju ustroja staničnog polariteta, 

aktinskog i mikrotubularnog citoskeleta, receptora stanične membrane i međustaničnih sveza. 

Fokalne adhezije odupiru se silama izvanstaničnog matriksa, a s druge strane aktinski citoskelet 

kontrakcijom omogućava gibanje stanica. NEDD9 na mjestima fokalnih adhezija pozicioniran 

je tako da može kontrolirati staničnu migraciju interakcijom s različitim signalnim putevima. 

Pojačana ekspresija NEDD9 potiče širenje stanica na dvodimenzionalnim podlogama,149 

promjenu staničnog oblika i gubitak međustaničnih sveza.150 Pritom je nužna fosforilacija 

putem Src i fokalne adhezijske kinaze uz nizvodnu aktivaciju adaptorske molekule Crk i potom 

malene GTP-aze Rac koja pak uzrokuje aktivaciju aktinskog kompleksa.151 Također, NEDD9 

nizvodno aktivira čitav niz čimbenika uključenih u procese migracije i invazije kao što su 
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multiple matriksne metaloproteinaze (MMP), disintegrin, efrin, receptori transformirajućeg 

čimbenika rasta (TGF) i receptor Erb2/Her2/Neu.146, 152 
 

 

Nadalje, NEDD9 sudjeluje u migraciji limfocita T i B posredovanoj integrinom i neovisno o 

integrinu koordinira kostimulaciju limfocita T.153, 154, 155, 156  

U normalnim stanicama ili tijekom ranog tumorskog razvoja povišena razina intracelularnog 

NEDD9 potiče staničnu migraciju i invazivnost, ali također uvjetuje postmitotske pogreške 

citokineze, stanične adhezije i dovodi do stanične smrti. Pritom je posrijedi posebna inačica 

programirane stanične smrti uvjetovana disrupcijom međustaničnih sveza (tzv. anoikis).125, 130, 

157, 158 

Aktivacija NEDD-9 je odnedavno utvrđena kao ključni događaj u stjecanju metastatskog 

potencijala u adenokarcinomu dojke,159, 160 agresivnom glioblastomu,161 povezana je s 

kolorektalnim karcinomom162, 163, 164 i nastankom tumora ovisnih o BCR-Abl genu,165 a 

odnedavno i metastaziranjem LKB1-negativnih nesitnostaničnih karcinoma pluća.166  

 

1.3.1.1. NEDD9 u glioblastomu 

 

Povećana ekspresija fokalne adhezijske kinaze FAK ili PDGF (platelet-derived growth factor) 

u stanicama glioblastoma potiče migraciju stanica i to putem specifične fosforilacije i aktivacije 

NEDD9. Osim toga, inhibicijom NEDD9 poništena je bazalna sposobnost migracije kao i 

migracija uvjetovana PDGF-om.146
 Nadalje, NEDD9 je aktiviran osim u glioblastomu i u  

malignom gliomu, a u podgrupi tzv. low grade glioma također je eksprimiran i korelira s kraćim 

preživljenjem.167  

 

1.3.1.2. NEDD9 u melanomu 

 

Ekspresija NEDD9 je vrlo visoka u 35% metastatskih melanoma, a stupanj ekspresije korelira 

s progresijom bolesti. U suradnji s RAS-RAF signalnim sustavima NEDD9 in vivo i in vitro 

potiče malignu transformaciju melanocita i stanica nemetastatskih melanoma.168 Nadalje, 

prekidanje signalizacije fokalne adhezijske kinaze djelovanjem FNRK (engl. FAK-related non-

kinase) smanjuje migraciju, invaziju i potencijal vaskulogene mimikrije agresivnog 

melanoma.169  
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1.3.1.3. NEDD9 u karcinomu dojke 

 

NEDD9 je pojačano eksprimiran u MCF-7 staničnim linijama karcinoma dojke170 i inducira 

porast transkripcije mRNA bjelančevina uključenih u staničnu migraciju, transformaciju i 

invaziju (MMP1, MMP8, MMP12, MMP13 i MMP14 te MLCK, ErbB2).133
  

Kod knock-out soja Nedd-/-, odnosno transgeničnh miševa kojima je inaktiviran gen NEDD9, 

usporeni su nastanak i progresija rasta tumora dojke u odnosu na divlji tip, smanjen je ukupni 

broj induciranih tumora, a također i broj plućnih presadnica.159
 

 

 Ektopična ekspresija NEDD9 u epitelnim stanicama dojke potiče epitelno-mezenhimsku 

tranziciju, aktivira signalni put ERK i interakcije transkripcijskih čimbenika epitelno-

mezenhimske tranzicije s E-kadherinom, a u agresivnim tumorima dojke NEDD9 je jače 

izražen.160  

 

1.3.1.4. NEDD9 u karcinomu želuca i kolorektalnom karcinomu 

 

U adenokarcinomu želuca utvrđena je pojačana ekspresija NEDD9 pri čemu je razina ekspresije 

izravno povezana s brojem presadnica u regionalnim limfnim čvorovima, dubinom i stadijem 

tumora po TNM klasifikaciji.171  

U staničnim linijama kolorektalnog karcinoma NEDD9 je dvostruko jače eksprimiran u 

usporedbi s kontrolnim zdravim epitelom, a ektopična stimulacija s NEDD9 uzrokuje 

peterostruki porast nekontrolirane stanične proliferacije karakterističan za agresivne tumore. U 

stanicama kolorektalnog karcinoma izloženim hipoksiji NEDD9 je jače eksprimiran što 

hipotetski predstavlja adaptacijski odgovor tumora na smanjenu opskrbu kisikom tijekom 

eksponencijalnog rasta.172  
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1.3.1.5. NEDD9 u karcinomu pluća 

 

Godine 2007. Ji i suradnici utvrdili su inhibiciju NEDD9 posredovanu serin-treoninskom 

kinazom 11 (STK11, također zvana LKB1) u mišjem modelu nestnostaničnog karcinoma pluća. 

U tumorima s inaktivirajućom mutacijom LKB1 dokazali su povećanu ekspresiju NEDD9 

neovisnu o signalnom putu mTOR.166  

 

Pet godina kasnije Feng i suradnici potvrdili su LKB1 kao inhibicijski signal transkripcije 

NEDD9 u mišjem modelu te pokazali smanjenje udjela slabodiferenciranih karcinoma kod 

miševa s inaktiviranim genom NEDD9. Također, u uzorku od 175 humanih adenokarcinoma 

ekspresija NEDD9 je korelirala s kliničkim stadijem bolesti, pušenjem i slabom 

diferencijacijom. Nije utvrđena značajna korelacija s veličinom primarnog tumora.173 Iste, 

2012. godine Chang i suradnici opisali su statistički značajnu povezanost razine mRNA u 24 

uzorka adenokarcinoma pluća fluorescentnom kvantitativnom reakcijom reverzne 

transkripcijske PCR (engl. polymerase chain reaction) s uznapredovalim stadijem bolesti.174 

Ekspresija NEDD9 u izravnom je odnosu s razinama ekspresije E-kadherina, β-katenina i N-

kadherina kao biljezima epitelno-mezenhimske tranzicije.175  
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2. HIPOTEZA   

 

 

Ekspresija bjelančevine NEDD9 u transbronhalnim bioptatima karcinoma pluća jača je kod 

agresivnijih karcinoma te je jedan od negativnih prognostičkih čimbenika.  
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3. CILJEVI ISTRAŽIVANJA 

 

3.1. Opći cilj istraživanja: 

 

istražiti povezanost ekspresije bjelančevine NEDD9 s različitim histološkim tipovima 

karcinoma pluća te odrediti njezin utjecaj na preživljenje. 

 

3.2. Specifični ciljevi: 

 

1. reklasificirati uzorke transbronhalnih bioptata karcinoma pluća prema zajedničkim 

preporukama IASLC (International Association for the Study of Lung Cancer), ATS 

(American Thoracic Society) i ERS (European Respiratory Society) iz 2011. godine. 

2. odrediti korisnost upotrebe protutijela napsin A u odnosu prema TTF-1 protutijelu kod 

identificiranja žljezdane diferencijacije. 

3. odrediti korisnost upotrebe protutijela napsin A u odnosu prema CK7 protutijelu kod 

identificiranja žljezdane diferencijacije. 

4. ispitati pojavnost pozitivne reakcije napsina A kod karcinoma pločastih stanica pluća. 

5. odrediti pojavnost i intenzitet ekspresije NEDD9 u različitim tipovima karcinoma pluća 

na uzorcima transbronhalnih bioptata. 

6. odrediti povezanost ekspresije NEDD9 s preživljenjem bolesnika. 
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4. MATERIJAL I METODE 

 

4.1. Materijal 

 

U istraživanju je korišten arhivski materijal Zavoda za patologiju Medicinskog fakulteta 

Sveučilišta u Zagrebu dobiven tijekom rutinske dijagnostike u razdoblju od 2002. do 2004. 

godine. Nasumično je odabrano ukupno 220 uzoraka transbronhalnih bioptata pluća iz 

arhivskih parafinskih blokova. Pritom je odabrano po 55 uzoraka dijagnosticiranih kao 

planocelularni karcinom, adenokarcinom, sitnostanični te krupnostanični karcinom. Provedena 

je reklasifikacija svih uzoraka prema smjernicama IASLC (International Association for the 

Study of Lung Cancer), ATS (American Thoracic Society) i ERS (European Respiratory 

Society) iz 2011. godine imunohistokemijski upotrebom preporučenih protutijela, ali i 

paralelnom histološkom analizom rezova obojanih hemalaun eozinom.  

Posebna pozornost je posvećena zaštiti osobnih podataka bolesnika te je u istraživanju korišteno 

pretraživanje prema dijagnozi, a od kliničkih podataka analizirani su podaci o dobi i spolu. 

 

4.2. Metode 

 

Uzorci bioptata su prethodno fiksirani u 10% puferiranoj otopini formalina, uklopljeni u 

parafinske blokove, izrezani na slojeve debljine 5μm, deparafinizirani i bojani standardnom 

metodom hemalauneozinom.  

Za dokazivanje žljezdane diferencijacije upotrijebljeno je TTF-1 protutijelo (Novocastra, 

Velika Britanija), citokeratin 7 (CK7) (Dako, Danska) i napsin A (Novocastra, Velika 

Britanija), za dokazivanje pločaste diferencijacije citokeratin 5/6 (CK5/6) (Dako, Danska) i p63 

(Novocastra, Velika Britanija) prema uputama proizvođača i upotrebom EnVision kita (Dako, 

Danska) za vizualizaciju pozitivne reakcije.  

Također, ispitana je učinkovitost protutijela napsin A u dokazivanju žljezdane diferencijacije u 

odnosu na TTF-1 i CK7 te eventualna pojavnost kod pločastog i sitnostaničnog karcinoma. 

Karcinomi s originalnom dijagnozom planocelularnog karcinoma, adenokarcinoma te 

krupnostaničnog karcinoma obojani su na sva navedena protutijela, dok su sitnostanični 

karcinomi obojani samo na CD56 (Novocastra, Velika Britanija) kako bismo potvrdili 

dijagnozu.  
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Nakon provedene reklasifikacije svi uzorci obojani su anti-HEF1 (NEDD9) protutijelom 

(Abcam, Velika Britanija) prema uputama proizvođača, upotrebljavajući također EnVision kit 

za vizualizaciju pozitivne reakcije. Procijenjen je postotak pozitivnih tumorskih stanica, 

intenzitet reakcije te radi li se o nuklearnom, citoplazmatskom ili nuklearnom i 

citoplazmatskom pozitivitetu.  

Koristeći svjetlosni mikroskop pri povećanju od 400x određena je imunohistokemijska reakcija 

na mjestu najjače aktivnosti (tzv.“hot spot“). „Hot spot“ je određen pod malim povećanjem 

(40X) pregledavanjem čitavog odabranog prereza. Imunohistokemijska reakcija procijenjena je 

semikvantitativnom metodom prema sljedećim kriterijima:  

-„0“ predstavlja odsutnost reakcije (0-25% pozitivnih stanica), 

-„1“ slabo izraženu reakciju (26-50% pozitivnih stanica), 

-„2“ umjereno izraženu reakciju (51-75% pozitivnih stanica) te 

-„3“ za vrlo izraženu reakciju (više od 75% pozitivnih stanica).  

Zasebno su promatrani intenzitet bojanja jezgre i citoplazme i udio obojanih stanica. 

 

Analizirani su i statistički obrađeni dobiveni podaci unutar pojedinih tumorskih skupina i 

uočene razlike među tumorskim skupinama u korelaciji s podacima o preživljenju dobivenim 

od Registra za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo. 

 

4.2.1. Statističke metode 

 

Podaci su prikazani tablično i grafički. Kategorijske i nominalne vrijednosti su prikazane kroz 

odgovarajuće frekvencije i udjele, dok su se kvantitativne vrijednosti prikazale kroz medijane i 

interkvartilne raspone. Kolmogorov-Smirnovljevim testom analizirana je raspodjela 

kvantitativnih podataka te su se shodno dobivenim podacima primijenili odgovarajući 

neparametrijski testovi. Usporedbe između pojedinih kategorijskih i nominalnih vrijednosti u 

odnosu na izraženost i reakciju NEDD u jezgri i citoplazmi tumora pluća, analizirane su X2 

kvadrat testom. Povezanost prognostički preživljenja s izraženosti i reakcijom NEDD u jezgri 

i citoplazmi tumora pluća analizirana je Spearmanovim koeficijentima korelacije. Log rank test 

i Kaplan-Meierove krivulje preživljenja korištene su u analizi preživljenja obzirom na 

izraženost i reakciju NEDD u jezgri i citoplazmi pojedinih skupina tumora. Sve P vrijednosti 
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manje od 0,05 su smatrane značajnima. U analizi se koristila statistička podrška IBM SPSS 

Statistics, verzija 24.0 (www.spss.com). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

http://www.spss.com/
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5. REZULTATI 

 

U arhivskom materijalu Zavoda za patologiju Medicinskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu 

prikupljenom tijekom rutinske dijagnostike u razdoblju od 2002. do 2004. godine nasumično je 

izabrano 220 uzoraka transbronhalnih bioptata pluća inicijalno dijagnosticiranih kao 

planocelularni karcinom, adenokarcinom, sitnostanični te krupnostanični karcinom. U rezultate 

istraživanja uključeno je ukupno 185 uzoraka, dok je preostalih 35 zbog nedostanog 

raspoloživog materijala u arhivskim parafinskim blokovima za sve predviđene analize 

izostavljeno.  

 

Reklasifikacijom adenokarcinoma uporabom panela protutijela na TTF-1, CK7, napsin A, p63 

i CK5/6 dijagnoza je potvrđena imunohistokemijskim metodama u 42 tumora (83%), dok je pet 

tumora reklasificirano u metastatski adenokarcinom (9.4%), dva u karcinom pločastih stanica 

(3.7%), a dva u karcinom s vjerojatnom istovremenom žljezdanom i pločastom diferencijacijom 

(3.7%). Reklasifikacijom adenokarcinoma imunohistokemijskim metodama dobivena je 

statistički značajna razlika (p=0,005 uz Yatesovu korekciju X2 testa). Rezultati reklasifikacije 

adenokarcinoma prikazani su slikama 1 i 2. 

 

 

Slika 1. Reklasifikacija adenokarcinoma uporabom biljega TTF-1, CK7, napsin A, p63 i CK5/6 
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Slika 2. Pojedinačna i ukrižena imunoreaktivnost adenokarcinoma s biljezima TTF-1, CK7, 

napsin A, p63 i CK5/6 

 

Među imunohistokemijski potvrđenim dijagnozama adenokarcinoma bojanje protutijelom na 

napsin A bilo je pozitivno u 45.33% tumora koji su istovremeno bili pozitivni na CK7 u 100%, 

a na TTF-1 u 90% slučajeva. S izuzetkom CK7, zabilježena je heterogenost imunoreakcija: u 

21 uzorku bili su pozitivni TTF-1 i CK7, u 18 uzoraka TTF-1 i napsin A, u 20 uzoraka CK7 i 

napsin A, a u samo 13 uzoraka ukrižena reaktivnost na sva tri biljega. Bojanje napsinom A bilo 

je pozitivno u 5% pločastih karcinoma (pozitivnih na p63). 

Od ukupno 50 uzoraka velikostaničnog karcinoma svi su reklasificirani: njih 52% je 

reklasificirano u adenokarcinom (26/50), 26% u pločasti karcinom (13/50), 2% u 

mikrocelularni karcinom (1/50), a preostalih 20% uzoraka je konačno dijagnosticirano kao 

nespecificirani karcinom sa svim negativnim ispitivanim biljezima (10/50) (Slika 3). Zbog  

nedostatnog materijala ekspresija NEDD9 u uzorcima nespecificiranog karcinoma nije 

ispitivana. 
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Slika 3. Reklasifikacija velikostaničnih karcinoma uporabom biljega TTF-1, CK7, napsin A, 

p63 i CK5/6 

 

Samo su dva od ukupno 49 uzoraka pločastog karcinoma reklasificirana, i to jedan u 

adenokarcinom temeljem pozitivnog TTF-1 uz negativne biljege pločaste diferencijacije, a 

drugi u karcinom s vjerojatnom istovremenom žljezdanom i pločastom diferencijacijom uz 

pozitivne biljege p63, CK5/6 i TTF-1 i CK7, ali negativnim napsinom A (Slika 4). Uporabom 

imunohistokemijskih metoda nije nađena statistička značajnost reklasifikacije (p=0,995). 

 

 

Slika 4. Reklasifikacija pločastih karcinoma uporabom biljega TTF-1, CK7, napsin A, p63 i 

CK5/6 
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Od ukupno 53 uzorka sitnostaničnog karcinoma u nesitnostanični karcinom je reklasificirana 

su četiri tumora (7.5%) temeljem negativnog biljega CD56 i morfološkog izgleda (Slika 5). Sva 

navedena četiri uzorka bila su pozitivna na p63, a 91.8% na CK5/6 (45/49), te je dijagnosticiran 

karcinom pločastih stanica. Uporabom imunohistokemijskih metoda nije nađena statistička 

značajnost reklasifikacije (p=0,126). 

 

 

Slika 5. Reklasifikacija sitnostaničnih karcinoma uporabom biljega CK5/6 

 

Slijedeća tablica i pripadajući grafikon prikazuju ekspresiju promatranih protutijela prema tipu 

reklasificiranog karcinoma. Pritom su imunohistokemijskim bojanjima utvrđene dijagnoze u 

tablicama i grafičkim prikazima označene kao „ad“, „pl“ odnosno „mi“, za adenokarcinom, 

pločasti odnosno mikrocelularni karcinom, kako bi prikaz bio što pregledniji. Obzirom da u 

mikrocelularnih karcinoma mjerenje ekspresije nije bilo provedeno, ti karcinomi nisu prikazani. 

Razlike među dvama promatranim skupinama (ad i pl) bile su visoko statistički značajne za sva 

promatrana protutijela, odnosno ekspresija biljega bila je značajno različita između ispitanika s 

planocelularnim i onih s adenokarcinomom (hi-kvadrat test; p<0,001 u svim slučajevima). 
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Tablica 7 – Ekspresija protutijela prema tipu karcinoma 

  TTF-1 CK7 p63 CK5/6 napsin A 

 PHD poz neg poz neg poz neg poz neg poz neg 

N 
ad 

41 35 68 6 2 73 3 72 34 41 

% 53,95% 46,05% 91,89% 8,11% 2,67% 97,33% 4,0% 96,0% 45,33% 54,67% 

N 
pl 

2 58 4 55 57 4 51 8 3 57 

% 3,33% 96,67% 6,78% 93,22% 93,44% 6,56% 86,44% 13,56% 5,0% 95,0% 

p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 

 

 

Slika 6. – Razlike u ekspresiji pojedinih biljega prema tipu karcinoma 

 

Tablica koja slijedi prikazuje udio ženskih i muških ispitanika u ukupnoj promatranoj populaciji  

kao i prema reklasificiranoj dijagnozi.  
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U ukupnom broju ispitanika značajno je više muškaraca (N=148), nego žena (N=37). Razlike 

po spolu bile su statistički značajne između triju promatranih skupina (p=0,001; hi-kvadrat test), 

sa značajno većim udjelom muškaraca u svim trima skupinama, a osobito u skupini „pl“, tj. u 

oboljelih od planocelularnog karcinoma. 

 

Tablica 8 – Udio ispitanika prema vrsti karcinoma i spolu 

 PHD ž m Ukupno 

N 
ad 

19 57 76 

% 25,00% 75,00%  

N 
mi 

15 33 48 

% 31,25% 68,75%  

N 
pl 

3 58 61 

% 4,92% 95,08%  

N Ukupno 37 148 185 

 

Ispitivane skupine bile su usporedive prema dobi (donja tablica; p=0,898; Kruskal-Wallis 

ANOVA). Srednja dob svih ispitanika uključenih u istraživanje iznosila je 74,2 godine. 

 

Tablica 9 – Deskriptivni podaci dobi ispitanika 

Prema dijagnozi 

Dob M* N Min Maks SD 
-95% 

IP 

+95% 

IP 
DK Medijan GK 

ad 74,4 76 44,0 103 10,1 72,1 76,7 69,0 75,0 81,0 

mi 73,8 48 51,0 99 9,5 71,0 76,5 68,0 75,0 80,5 

pl 74,1 61 48,0 92 9,5 71,7 76,5 68,0 77,0 82,0 

Ukupno 74,2 185 44,0 103 9,7 72,7 75,6 69,0 76,0 81,0 

M = srednja vrijednost; N = broj opažanja (ispitanika); Min/Maks = najniža i najviša vrijednost; 

SD = standardna devijacija; -95% IP/+95% IP = intervali pouzdanosti; DK/GK = donji i gornji 

kvartil 
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Prema spolu (donja tablica) razlike u dobi također nisu bile statistički značajne (p=0,509). 

 

Tablica 10 – Deskriptivni podaci dobi ispitanika 

Prema spolu 

Dob M N Min Maks SD 
-95% 

IP 

+95% 

IP 
DK Medijan GK 

ž 75,5 37 56 102 9,8 72,3 78,8 69 75 82 

m 73,8 148 44 103 9,7 72,2 75,4 68 76 80,5 

Ukupno 74,2 185 44 103 9,7 72,7 75,6 69 76 81 

 

Tablice koje slijede (Tablica 11 - Tablica 15) prikazuju srednju dob ispitanika prema 

pozitivnom ili negativnom nalazu određenog biljega. Niti za jedan od promatranih biljega 

razlike u dobi nisu bile statistički značajne. 

 

Tablica 11 – Deskriptivni podaci dobi ispitanika 

Prema biljegu TTF-1 

Dob M N Min Maks SD 
-95% 

IP 

+95% 

IP 
DK Medijan GK 

neg 74,7 93 48,0 102,0 9,5 72,7 76,6 69,0 77,0 82,0 

poz 73,8 44 44,0 103,0 10,3 70,6 76,9 69,5 74,5 79,0 

p=0,448 

 

Tablica 12 – Deskriptivni podaci dobi ispitanika 

Prema biljegu CK7 

Dob M N Min Maks SD 
-95% 

IP 

+95% 

IP 
DK Medijan GK 

neg 75,1 62 48,0 102,0 9,7 72,6 77,6 69,0 77,0 82,0 

poz 73,5 72 44,0 103,0 9,8 71,2 75,8 68,0 74,0 80,5 

p=0,265 
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Tablica 13 – Deskriptivni podaci dobi ispitanika 

Prema biljegu p63 

Dob M N Min Maks SD 
-95% 

IP 

+95% 

IP 
DK Medijan GK 

neg 74,1 78 44,0 103,0 10,1 71,8 76,3 69,0 75,0 81,0 

poz 74,6 59 48,0 92,0 9,5 72,1 77,1 69,0 77,0 82,0 

p=0,425 

 

Tablica 14 – Deskriptivni podaci dobi ispitanika 

Prema markeru CK 5/6 

Dob M N Min Maks SD 
-95% 

IP 

+95% 

IP 
DK Medijan GK 

neg 73,7 81 44,0 103,0 10,4 71,4 76,0 68,0 75,0 81,0 

poz 75,3 54 49,0 92,0 8,9 72,8 77,7 70,0 77,0 82,0 

p=0,226 

 

Tablica 15 – Deskriptivni podaci dobi ispitanika 

Prema markeru napsin A 

Dob M N Min Maks SD 
-95% 

IP 

+95% 

IP 
DK Medijan GK 

neg 74,7 99 48,0 102,0 9,3 72,8 76,5 69,0 77,0 82,0 

poz 73,5 37 44,0 103,0 11,2 69,7 77,2 63,0 74,0 80,0 

p=0,498 
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Promatrano prema spolu (Tablica 16 - Tablica 20) uočene su očekivane razlike u ekspresiji 

određenih biljega: biljezi žljezdane diferencijacije CK7 i napsin A bili su značajno više izraženi 

u žena, dok su p63 i CK5/6 bili učestalije pozitivni u muškaraca.  

 

Tablica 16 – Udio ispitanika prema markeru TTF-1 i spolu 

  ž m Ukupno 

N 
neg 

12 81 93 

% 12,90% 87,10%  

N 
poz 

10 34 44 

% 22,73% 77,27%  

N Ukupno 22 115 137 

p=0,143 

 

Tablica 17 – Udio ispitanika prema markeru CK7 i spolu 

  ž m Ukupno 

N 
neg 

5 57 62 

% 23,81 50,44  

N 
poz 

16 56 72 

% 76,19 49,56  

N Ukupno 21 113 134 

p=0,024 

 

Tablica 18 – Udio ispitanika prema markeru p63 i spolu 

  ž m Ukupno 

N 
neg 

18 60 78 

% 85,71 51,72  

N 
poz 

3 56 59 

% 14,29 48,28  

N Ukupno 21 116 137 

p=0,004 
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Tablica 19 – Udio ispitanika prema markeru CK5/6 i spolu 

  ž m Ukupno 

N 
neg 

18 63 81 

% 85,71 55,26  

N 
poz 

3 51 54 

% 14,29 44,74  

N Ukupno 21 114 135 

p=0,009 

 

Tablica 20 – Udio ispitanika prema markeru napsin A i spolu 

  ž m Ukupno 

N 
neg 

12 87 99 

% 54,55 76,32  

N 
poz 

10 27 37 

% 45,45 23,68  

N Ukupno 22 114 136 

p=0,035 

 

Slijede rezultati imunohistokemijske reakcije na anti-NEDD9 protutijelo koja je određena na 

mjestu najjače aktivnosti pri povećanju od 400x svjetlosnim mikroskopom. Izrazito pozitivne 

reakcije u staničnoj jezgri odnosno citoplazmi tumora prikazane su na slikama 7 i 8. 



 

 

53 

 

 

Slika 7. - Izrazita ekspresija NEDD9 u jezgri stanica adenokarcinoma (x400) 

 

 

Slika 8. - Izrazita ekspresija NEDD9 u citoplazmi stanica adenokarcinoma (x400) 
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Sljedeća tablica prikazuje parametre ekspresije protutijela NEDD9 u jezgri i citoplazmi kao i 

intenzitet bojanja ovim protutijelom. Razlike među skupinama karcinoma nisu bile statistički 

značajne niti za jednu od promatranih varijabli. P vrijednosti (navedene u stupcu „p“ donje 

tablice, korištena je Kruskal-Wallis ANOVA) su iznad razine statističke značajnosti nakon što 

se u obzir uzme Bonferronijeva korekcija koja je neophodna zbog višestrukih analiza istog 

uzorka.  

 

Tablica 21 – Ekspresija protutijela NEDD9 

Dob M N Min Maks SD 
-95% 

IP 

+95% 

IP 
DK Medijan GK p 

NEDD9 % jezgre 

ad 30,1 74 0 100 32,9 22,5 37,8 0 20 60 

0,044 mi 15,1 47 0 70 22,2 8,6 21,7 0 0 30 

pl 23,2 59 0 80 26,6 16,3 30,2 0 10 50 

NEDD9 intenzitet jezgra 

ad 1,12 74 0 3 1,03 0,88 1,36 0 1 2 

0,246 mi 0,79 38 0 2 0,87 0,50 1,08 0 0,50 2 

pl 0,93 59 0 2 0,91 0,70 1,17 0 1 2 

NEDD9 % citoplazma 

ad 64,2 74 0 100 33,9 56,3 72,0 40 70 90 

0,192 mi 56,8 47 0 100 30,9 47,7 65,9 30 60 80 

pl 58,3 59 0 100 30,9 50,3 66,4 30 60 80 

NEDD9 intenzitet citoplazma 

ad 1,74 74 0 3 0,95 1,52 1,96 1 2 3 

0,121 mi 1,40 47 0 3 0,88 1,15 1,66 1 1 2 

pl 1,68 59 0 3 0,75 1,48 1,87 1 2 2 
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Slika 9. – Razlike u ekspresiji NEDD9 (mjereno u %) između jezgre i citoplazme, prema tipu 

karcinoma. 

 

 

Slika 10. – Razlike u ekspresiji NEDD9 (mjereno semikvantitativno) između jezgre i 

citoplazme, prema tipu karcinoma. 
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Dodatno je provedena analiza povezanosti (korelacije) mjerenja za intenzitet ekspresije u jezgri 

i citoplazmi. Korištenjem Spearmanove korelacije utvrđeni su koeficijenti korelacije od 0,896 

za jezgru (intenzitet u % <-> intenzitet semikvantitativno) odnosno 0,748 (p<0,001 u oba 

slučaja). Visoki koeficijenti korelacije potvrđuju (očekivanu) visoku povezanost između 

intenziteta ekspresije mjerenih različitim metodama.  

 

 

Slika 11. – Korelacija vrijednosti NEDD9 izmjerenih u % i semikvantitativno u jezgri. 
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Slika 12. – Korelacija vrijednosti NEDD9 izmjerenih u % i semikvantitativno u citoplazmi. 

  

Vrijednosti NEDD9 (mjerene kao postotak i semikvantitativno) mogu se transformirati u manji 

broj kategorija, kako slijedi: 

- NEDD9 mjeren kao postotak može se sumirati u dvije skupine – do i uključujući 50% i 

iznad 50%. Varijabla je tako kategorizirana u dvije kategorije: do 50% (što uključuje i 

vrijednosti od točno 50%) i >50%. 

- NEDD9 mjeren semikvantitativno može se također kodirati u dvije skupine. Prvi način 

grupiranja korišten u ovom radu su skupine „0,1“ i „2,3“. Drugi način grupiranja su 

skupine „0,1,2“ i „3“. 

Ova transformacija provedena je kako bi se utvrdila moguća povezanost ekspresije NEDD9 s 

tipom karcinoma, a koja nije bila uočena u prethodno prikazanim analizama. Intenzitet bojanja 

kategoriziran na ovaj način moguće je usporediti s nalazom PHD kako je prikazano u tablicama 

koje slijede. 
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Tablica 22 – Ekspresija NEDD9 prema tipu 

karcinoma 

Jezgra; u % 

Jezgra PHD 
do 

50% 
>50% Redak 

N a 52 22 74 

% 70,27% 29,73%  

N m 42 5 47 

% 89,36% 10,64%  

N p 47 12 59 

% 79,66% 20,34%  

N Ukupno 141 39 180 

p=0,043 

 

 

Tablica 23 – Ekspresija NEDD9 prema tipu 

karcinoma 

Jezgra, semikvantitativno 

Jezgra PHD 0,1 2,3 Redak 

N a 40 34 74 

% 54,05% 45,95%  

N m 27 11 38 

% 71,05% 28,95%  

N p 37 22 59 

% 62,71% 37,29%  

N Ukupno 104 67 171 

p=0,204 
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Tablica 24 – Ekspresija NEDD9 prema tipu 

karcinoma 

Citoplazma; u % 

Citoplazma PHD 
do 

50% 
>50% Redak 

N a 20 54 74 

% 27,03% 72,97%  

N m 16 31 47 

% 34,04% 65,96%  

N p 24 35 59 

% 40,68% 59,32%  

N Ukupno 60 120 180 

p=0,251 

 

 

Tablica 25 – Ekspresija NEDD9 prema tipu 

karcinoma 

Citoplazma, semikvantitativno 

Citoplazma PHD 0,1,2 3 Redak 

N a 55 19 74 

% 74,32% 25,68%  

N m 42 5 47 

% 89,36% 10,64%  

N p 51 8 59 

% 86,44% 13,56%  

N Ukupno 148 32 180 

p=0,063 
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Tablica 26 – Ekspresija NEDD9 prema tipu 

karcinoma 

Citoplazma, semikvantitativno 

Citoplazma PHD 0,1 2,3 Redak 

N a 31 43 74 

% 41,89% 58,11%  

N m 26 21 47 

% 55,32% 44,68%  

N p 25 34 59 

% 42,37% 57,63%  

N Ukupno 82 98 180 

p=0,294 

 

Iz podataka prikazanih u tablicama uočljiva je granična statistička značajnost (u kontekstu 

potrebne korekcije za multiplicitet) kod intenziteta bojanja u postotcima jezgri (Tablica 22) i 

jednog od načina kategorizacije semikvantitativnog načina bojanja citoplazme (Tablica 25). 

 

Donja tablica prikazuje vrijeme preživljenja za umrle bolesnike, za sve promatrane skupine. 

Najdulje srednje vrijeme preživljenja uočeno je u ispitanika s planocelularnim karcinomom i 

iznosilo je 18,13 mjeseci, dok su najkraće preživljavali ispitanici sa sitnostaničnim karcinomom 

– 8,55 mjeseci. Ispitanici koji su bolovali od adenokarcinoma imali su srednje preživljenje od 

9,41 mjeseci tj. između dvije spomenute skupine. Očekivano, razlike među skupinama bile su 

statistički značajne (p<0,001; Kruskal-Wallis ANOVA).  

 

Zanimljivo je da dob ispitanika u trenutku uključivanja u ispitivanje nije bila statistički značajno 

povezana s vremenom preživljenja (p=0,548; R=-0,048; Spearmanova korelacija).  
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Tablica 27 – Vrijeme preživljenja 

Samo osobe umrle do kraja promatranog razdoblja 

Dob M N Min Maks SD 
-95% 

IP 

+95% 

IP 
DK Medijan GK 

mi 8,55 44 0,07 33,03 7,83 6,17 10,93 1,85 6,63 12,88 

ad 9,41 59 0,43 42,20 9,54 6,92 11,90 2,56 7,23 11,93 

pl 18,13 56 0,90 81,30 16,68 13,66 22,59 6,73 13,03 22,92 

Ukupno 12,24 159 0,07 81,30 12,88 10,22 14,26 3,70 9,00 15,90 

 

Promatrajući vrijednosti prikazane u gornjoj tablici (Tablica 27), moguće je izvući pogrešan 

zaključak o preživljenju pacijenata uključenih u ispitivanje. Naime, prikazano je vrijeme 

preživljenja samo za osobe koje su umrle, a nisu u obzir uzeti oni koji su preživjeli.  

Slijedeća tablica stoga prikazuje podatke o preživljenju za sve osobe uključene u ispitivanje, i 

one koje su u trenutku prikupljanja podataka umrle, kao i za one koje su bile žive. Promatrajući 

na taj način, najdulje preživljenje je u bolesnika s adenokarcinomom (30,86 mjeseci), potom 

slijede bolesnici s planocelularnim karcinomom (24,61 mjeseci) te konačno osobe s 

mikroceluarnim karcinomom (10,53 mjeseci).  

 

Tablica 28 – Vrijeme preživljenja 

Svi ispitanici 

Dob M N Min Maks SD 
-95% 

IP 

+95% 

IP 
DK Medijan GK 

mi 10,53 45 0,07 97,87 15,40 5,90 15,16 1,87 6,70 13,20 

ad 30,86 74 0,43 126,23 43,82 20,71 41,01 3,73 9,23 32,47 

pl 24,61 60 0,90 125,87 29,40 17,02 32,21 7,23 15,05 25,42 

Ukupno 23,65 179 0,07 126,23 34,61 18,55 28,76 4,07 10,33 22,03 

 

Kako niti jedan od pristupa prikazanih u prethodnim tablicama (Tablica 27 i Tablica 28) ne daje 

potpunu sliku o vremenu preživljenja i ne omogućava odgovarajuću statističku analizu razlika 

između bolesnika s pojedinom dijagnozom, provela se daljnja analiza preživljenja, počevši s 

udjelom osoba s određenom dijagnozom koje su u vrijeme provođenja ispitivanja bile žive. 
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Uzimajući u obzir sve osobe, uključujući one koje su u trenutku provođenja ispitivanja bili žive, 

uočljivo je da je najveći udio preživljenja u osoba s adenokarcinomom, gdje je u trenutku 

provođenja ispitivanja bila živo nešto više od petine ispitanika (20,27%), potom slijede 

bolesnici s planocelularnim karcinomom (6,67% preživjelih) te konačno bolesnici sa 

sitnostaničnim karcinomom gdje je preživjelih bilo samo 2,22% (Tablica 29).  

 

Tablica 29 – Udio umrlih ispitanika, prema dijagnozi 

PHD  Živi Umrli Redak 

ad 
N 15 59 74 

% 20,27% 79,73%  

mi 
N 1 44 45 

% 2,22% 97,78%  

pl 
N 4 56 60 

% 6,67% 93,33%  

Svi  20 159 179 

 

 

Sljedeći grafikon prikazuje razlike u preživljenju u obliku Kaplan-Meierovog grafikona. 

Uzimajući u obzir vrijeme preživljenja i tip karcinoma, krajem promatranog vremenskog 

perioda najmanji udio preživjelih bio je među bolesnicima sa sitnostaničnim karcinomom, 

nakon kojih je slijedio planocelularni i potom adenokarcinom. Razlike u preživljenju među 

skupinama bile su statistički značajne (hi-kvadrat test; p=0,002). 
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Slika 13. – Kaplan-Meierov grafikon preživljenja prema tipu karcinoma. 

 

 

Obzirom na rezultate opisane ranije, odnosno činjenicu da se među bolesnicima sa 

sitnostaničnim karcinomom nalazi najmanji udio preživjelih u usporedbi s preostale dvije 

skupine (Tablica 29), bilo je opravdano razmotriti i drugi način grupiranja bolesnika kojim bi 

se ovo uzelo u obzir. Tablica 30 prikazuje deskriptivne podatke ekspresije NEDD9 za tako 

grupirane bolesnike – u skupinu mikrocelularnog karcinoma u usporedbi sa skupinom u kojoj 

se nalaze bolesnici s preostale dvije dijagnoze. Iz podataka prikazanih u tablici vidljiv je uzorak 

slabije ekspresije NEDD9 u bolesnika s sitnostaničnim karcinomom, u usporedbi s preostale 

dvije dijagnoze. Radi jasnijeg prikaza, isti podaci nalaze se i na grafikonima koji slijede iza 

tablice. 
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Tablica 30 – Ekspresija protutijela NEDD9 

Dob M N Min Maks SD 
-95% 

IP 

+95% 

IP 
DK Medijan GK p 

NEDD9 % jezgre 

mi 15,13 47 0 70 22,24 8,60 21,66 0 0 30 
0,023 

ad+pl 27,07 133 0 100 30,34 21,87 32,28 0 20 60 

NEDD9 intenzitet jezgre 

mi 0,79 38 0 2 0,87 0,50 1,08 0 0,50 2 
0,180 

ad+pl 1,04 133 0 3 0,98 0,87 1,21 0 1 2 

NEDD9 % citoplazma 

mi 56,81 47 0 100 30,86 47,75 65,87 30 60 80 
0,216 

ad+pl 61,59 133 0 110 32,61 56 67,19 40 70 90 

NEDD9 intenzitet citoplazma 

mi 1,40 47 0 3 0,88 1,15 1,66 1 1 2 
0,045 

ad+pl 1,71 133 0 3 0,87 1,57 1,86 1 2 2 

 

 

Slika 14. – Ekspresija NEDD9 (mjerena u %), prema tipu karcinoma, grupirano kako je opisano 

ranije. 
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Slika 15. – Ekspresija NEDD9 (mjerena semikvantitativno), prema tipu karcinoma, grupirano 

kako je opisano ranije. 

Pored ekspresije NEDD9 u različitim tipovima karcinoma, potrebno je ispitati i ekspresiju 

NEDD9 u umrlih u usporedbi s preživjelim bolesnicima. Donja tablica prikazuje rezultate 

ekspresije kao i statističku značajnost razlika između dvaju promatranih skupina – preživjelih i 

umrlih bolesnika. Općenito je moguće zaključiti da je ekspresija NEDD9 bila jače izražena u 

preživjelih u usporedbi s ispitanicima koji su umrli.  

Napomena. Intenzitet ekspresije mjeren je na dva različita načina. S obzirom na visoki stupanj 

korelacije između dobivenih rezultata (vidjeti ranije), opravdano je razmatrati samo jednu 

metodu. U skladu s rezultatima prikazanima do sada, prema našem mišljenju opravdanija je 

uporaba samikvantitavine metode.  
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Tablica 31 – Ekspresija protutijela NEDD9 

Dob M N Min Maks SD 
-95% 

IP 

+95% 

IP 
DK Medijan GK p 

NEDD9 % jezgre 

živi 34,7 19 0 100 34,4 18,2 51,3 0 30 60 
0,114 

umrli 22,8 155 0 100 28,0 18,3 27,2 0 10 40 

NEDD9 intenzitet jezgre 

živi 1,50 18 0 3 1,15 0,93 2,07 0 2 2 
0,034 

umrli 0,93 148 0 3 0,92 0,78 1,08 0 1 2 

NEDD9 % citoplazma 

živi 72,1 19 0 100 37,4 54,1 90,1 60 90 100 
0,018 

umrli 58,7 155 0 110 31,0 53,8 63,6 40 60 80 

NEDD9 intenzitet citoplazma 

živi 2 19 0 3 1 1,52 2,48 1 2 3 
0,037 

umrli 1,57 155 0 3 0,84 1,44 1,71 1 2 2 

 

Konačno, prikazat će se i statistički ispitati značajnost razlika u duljini preživljenja za ispitanike 

kategorijski grupirane prema intenzitetu bojanja jezgre odnosno citoplazme. Sumarnim 

promatranjem rezultata prikazanih u svim grafikonima moguće je uočiti ponegdje statistički 

granično značajan uzorak koji sugerira duže preživljenje u skupinama s jače izraženom 

ekspresijom NEDD9. 
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Slika 16. – Razlike u preživljenju prema intenzitetu ekspresije NEDD9 u jezgri. p=0,502. 

 

 

Slika 17. – Razlike u preživljenju prema intenzitetu ekspresije NEDD9 u citoplazmi. p=0,495. 
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Slika 18. – Razlike u preživljenju prema intenzitetu ekspresije NEDD9 u jezgri. p=0,078. 

Rezultate treba tumačiti s oprezom zbog malog broja bolesnika i konzekventno velikog 

odskakanja rezultata za skupinu s intenzitetom 3. 

 

Slika 19. – Razlike u preživljenju prema intenzitetu ekspresije NEDD9 u jezgri. Ishodišne 

vrijednosti (0-3) kategorizirane su u dvije skupine, kako je opisano ranije. p=0,671. 
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Slika 20. – Razlike u preživljenju prema intenzitetu ekspresije NEDD9 u citoplazmi. Ishodišne 

vrijednosti (0-3) kategorizirane su u dvije skupine, kako je opisano ranije. p=0,068. 

 

Slika 21. – Razlike u preživljenju prema intenzitetu ekspresije NEDD9 u citoplazmi. Ishodišne 

vrijednosti (0-3) kategorizirane su u dvije skupine, kako je opisano ranije. p=0,077. 
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Daljnje razmatranje utjecaja različitih varijabli na preživljenje provedeno je Coxovim 

regresijskim modelom koji u obzir uzima utjecaj pojedinih varijabli na preživljenje, kao i 

duljinu preživljenja. Najjednostavniji pristup regresijskom modeliranju je model koji uključuje 

sve varijable od potencijalnog interesa. U slučaju ovog istraživanja to su: spol, dob, TTF-1, 

CK7, p63, CK 5/6, napsin A, intenzitet ekspresije NEDD9 u jezgri i citoplazmi. 

Ovakvim pristupom dobiveni su rezultati prikazani u sljedećoj tablici. Rezultati upućuju na 

važnost ekspresije CK7 i napsina A (ali ne i drugih promatranih parametara, uključujući i 

NEDD9) kao prediktore preživljenja.  

 

Tablica 32 – Rezultati Coxove regresije 

 Beta SE p RR 

spol 0,493 0,356 0,166 1,638 

dob 0,006 0,010 0,585 1,006 

TTF-1 -0,118 0,273 0,665 0,888 

CK7 0,883 0,358 0,014 2,418 

p63 0,006 0,597 0,991 1,006 

CK5/6 0,404 0,499 0,418 1,498 

napsin A -0,505 0,264 0,056 0,604 

NEDD9 int j -0,097 0,110 0,377 0,907 

NEDD9 int c -0,086 0,115 0,455 0,918 
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6. RASPRAVA 

 

Točna klasifikacija karcinoma pluća temelj je na kojem se zasniva učinkovitost terapijskih 

protokola. Više od 80% karcinoma pluća objedinjeno je u skupini nesitnostaničnih karcinoma 

među kojima karcinom sa žljezdanom diferencijacijom obuhvaća između 35% i 50%, iako se 

još pedesetih godina prošloga stoljeća javljao u samo 5% svih karcinoma pluća. 

Adenokarcinom pluća obuhvaća iznimno širok patološki, molekularni, klinički i radiološki 

spektar, a sve bolje razumijevanje kompleksnih molekularnih puteva nastanka, održavanja i 

progresije tumorskog rasta kao i imunosnog odgovora na malignu proliferaciju otvara nove 

mogućnosti personaliziranog liječenja.  

Nedvojbeno razlikovanje adenokarcinoma i karcinoma pločastih stanica iznimno je važno 

zbog: 1. primjene erlotiniba, gefitiniba ili afatiniba u prvoj liniji liječenja adenokarcinoma s 

dokazanim EGFR mutacijama, 2. primjene krizotiniba ili ceritiniba u liječenju adenokarcinoma 

s dokazanom ALK translokacijom, 3. kontraindikacije za bevazicumab u pločastom karcinomu 

zbog potencijalno fatalnih krvarenja i 4. neučinkovitosti pemetrekseda u terapiji pločastog 

karcinoma.  

Prema standardiziranim morfološkim kriterijima postoji jasna distinkcija adenokarcinoma i 

pločastog karcinoma. Stanice adenokarcinoma su uniformno kubične do cilindrične, često 

formirajući tubularne, acinarne ili papilarne tvorbe i nerijetko produciraju mucin. U pločastim 

karcinomima nalaze se ovisno o stupnju diferencijacije tipična žarišta orožnjavanja s 

međustaničnim mostićima. U dovoljno velikim uzorcima reseciranih tumora mjestimična 

skvamozna žarišta u adenokarcinomu ili češće, u oko 15% slučajeva, otoci žljezdane 

diferencijacije u pločastom karcinomu ne predstavljaju dijagnostički problem, no u 

transbronhalnim, tzv. malim bioptatima ili citološkim uzorcima mogu dovesti do pogrešne 

klasifikacije.176 Znatno češći problem su slabo ili fokalno izražene tipične značajke žljezdane 

ili pločaste diferencijacije kod nisko diferenciranih tumora, a uzorci malih bioptata ili obrisaka 

bronha često su hipocelularni uz artefakte nastale mehaničkim oštećenjima tkiva. Brojne studije 

ukazuju na mogućnost pogrešne morfološke klasifikacije uzoraka malih bioptata u komparaciji 

s konačnom dijagnozom reseciranog materijala, pa su primjerice Cataluña i sur.  1996. godine 

opisali pogrešnu klasifikaciju 10% pločastih karcinoma, 14% adenokarcinoma i 50% 

velikostaničnih karcinoma.177  
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Imunohistokemijske metode povećavaju točnost i reproducibilnost patohistološke dijagnostike 

uz znatno rjeđu konačnu dijagnozu nespecificiranog nesitnostaničnog karcinoma (NSCLC 

NOS) u malim uzorcima. Protutijela na TTF-1 za dokaz glandularne i donedavno p63 uz CK5/6 

za dokaz pločaste diferencijacije su se pokazala najpouzdanijima u klasifikaciji većine 

nesitnostaničnih karcinoma, a drugi mogući pristup je korištenje panela nuklearnih i 

citoplazmatskih biljega, npr. TTF-1/CK 5/6 ili p63/napsin A.178, 179, 180 Godine 2012. Bishop i 

sur. dokazali su jednaku osjetljivost, ali znatno veću specifičnost protutijela p40 u odnosu na 

p63 u određivanju pločaste diferencijacije.181 

Još uvijek se oko 70% nesitnostaničnih karcinoma pluća dijagnosticira u inoperabilnim 

stadijima bolesti i stoga veliki uzorci tumorskog tkiva dobiveni resekcijom najčešće nisu 

dostupni za preciznu patohistološku analizu, te se većina tumora utvrđuje u uzorcima 

transbronhalnih bioptata i/ili, posebice u u slabije opremljenim centrima, uzorcima obrisaka 

četkicom i/ili bronhalnih aspirata, rjeđe transtorakalnih bioptata ili iglenih citopunkcija. 

Preporuke Svjetske Zdravstvene Organizacije iz 2015. godine o klasifikaciji karcinoma pluća 

ne odnose se samo na resecirane tumore, već i na transbronhalne bioptate i uzorke za citološku 

analizu.182  

 

Među našim uzorcima prvotno klasificiranima kao adenokarcinom dijagnoza je potvrđena 

imunohistokemijskim metodama u 83%, dok je u čak 17% slučajeva dijagnoza revidirana i time 

je potvrđena korisnost imunohistokemisjkih metoda u rutinskoj dijagnostici karcinoma pluća. 

Među reklasificiranim tumorima najviše ih je klasificirano u metastatski adenokarcinom 

(9.4%), 3.7% u karcinom pločastih stanica, a 3.7% u karcinom s vjerojatno istodobnom 

žljezdanom i pločastom diferencijacijom uz napomenu provedenog imunohistokemijskog 

bojanja. Naime, dijagnoza adenoskvamoznog karcinoma smije se postaviti samo na 

reseciranom uzorku uz uvjet barem 10%-tne zastupljenosti obje sastavnice.183 Među našim 

uzorcima nije bilo tumora istovremeno negativnih na biljege pločaste i žljezdane 

diferencijacije, a među tumorima koji su pokazivali koekspresiju obje vrste biljega ona je bila 

izražena fokalno (difuzna ekspresija žljezdanih biljega unatoč koekspresiji p63 sugerirala bi 

dijagnozu adenokarcinoma).  

 

Sukladno ranijim podacima Yatabea i sur. imunoreaktivnost adenokarcinoma na TTF-1 u 

našem istraživanju pokazivala je bimodalnu distribuciju: pozitivna reakcija očitana je u 41.5% 
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slučajeva, dok je u preostalima potpuno izostala.184 U Yatabeovoj seriji koja se sastojala od 64 

bioptata adenokarcinoma pluća, TTF-1 je bio pozitivan u 73%, češće kod žena i nepušača, te 

uz negativno bojanje na p53, dok je u također malenoj seriji Nicholsona i sur. TTF-1 bio 

pozitivan u 13 od 16 bioptata (81%) konačno klasificiranih kao adenokarcinom.179 Kadota i sur. 

su ispitivali ekspresiju TTF-1 u mikrorezovima tumorskih blokova.185 Ovisno o histološkom 

tipu tumora i stupnju diferencijacije, imunoreaktivnost na TTF-1 dokazana je 47% invazivnih 

mucinoznih karcinoma, 67% adenokarcinoma s koloidnom predominacijom, pa sve do 100% u 

minimalno invazivnom adenokarcinomu ili karcinomu s lepidičkom predominacijom. Treba 

naglasiti da su svi ispitivani adenokarcinomi u njihovoj seriji bili u I stadiju bolesti prema TNM 

klasifikaciji.  

 

Subklasifikacijom nesitnostaničnih karcinoma Mukhopadhyay i sur. opisali su 

imunoreaktivnost na napsin A u 58% adenokarcinoma pri čemu su svi oni bili pozitivni i na 

TTF-1.180 Bishop i sur. dokazali su imunoreaktivnost na napsin A u 83% adenokarcinoma (u 

komparaciji s 73% tumora pozitivnih na TTF-1), a neuroendokrini tumori, metastaze 

adenokarcinoma kolona, gušterače i dojke te mezoteliom bili su napsin A negativni.186 Napsin 

A je proteaza koja se normalno nalazi u lizosomima pneumocita tipa II i alveolarnim 

makrofazima, ali i proksimalnim i zavijenim kanalićima bubrega, te manje u pankreatičnim 

acinusima i duktusima, nije specifičan za adenokarcinom pluća i može biti pozitivan u 

karcinomu bubrega, karcinomu endometrija, ovarija i štitnjače.187 Najveća mu je vrijednost 

pomoć interpretaciji TTF-1-negativnih adenokarcinoma, odnosno u distinkciji pločastog 

karcinoma u kojem je redovito negativan.188, 189 U niže diferenciranom adenokarcinomu 

zabilježena je slabija imunoreaktivnost.190  

U našem uzorku bojanje protutijelom na napsin A bilo je pozitivno u 45.33% adenokarcinoma, 

pri čemu su svi tumori pozitivni na napsin A bili ujedno i pozitivni na CK7, a 90% i na TTF-1. 

Drugim riječima, bojanje protutijelom na napsin A ovdje nije dodatno pridonijelo 

dijagnostičkoj preciznosti. S druge strane, u čak 91.89% uzoraka adenokarcinoma dokazali smo 

imunoreaktivnost na CK7. Sva tri biljega, TTF-1, napsin A i CK7 bila su pozitivna u 29.5% 

adenokarcinoma. Navedeni rezultati ukazuju da je imunohistokemijska analiza 

adenokarcinoma u korištenim uvjetima pouzdana uz panel protutijela na TTF-1 i CK7 uz 

dodatak napsina A za dodatnu potvrdu dijagnoze i identifikaciju adenokarcinoma negativnih na 

ostale biljege žljezdane diferencijacije.  
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Uzorci reklasificirani kao karcinomi s pločastom diferencijacijom nisu pokazali 

imunoreaktivnost na TTF-1, ali su bili homogeno nuklearno pozitivni na p63 (100%) i 

citoplazmatski na CK5/6 (91.8%, odnosno 45/49 tumora) i u slučajevima slabo diferenciranih 

tumora.  

Očekivano, imunohistokemijskim metodama dijagnoze pločastog kao niti sitnostaničnog 

karcinoma nisu revidirane u statistički značajnom broju.  

Donedavno široko preporučivan monolitni princip klasifikacije malih bioptičkih uzoraka na 

nesitnostanične, sitnostanične i uzorke koje nije moguće drugačije klasificirati (NOS, engl. not-

otherwise specified, često klasificiran kao velikostanični karcinom) temeljen na morfološkoj 

analizi preparata rezultirao je s vremenom porastom udjela nespecificiranih nesitnostaničnih 

karcinoma. Analizom velikog broja uzoraka utvrđen je gotovo dvostruki porast  učestalosti 

nespecificiranih nesitnostaničnih karcinoma u razdoblju od 1989. do 2006. godine te je upravo 

ta konačna dijagnoza postavljena u 20-40% svih nesitnostaničnih karcinoma.191  

 

U našem uzorku velikostaničnih karcinoma uporabom panela protutijela svi su tumori 

reklasificirani: 52% u adenokarcinom (26/50), 26% u pločasti karcinom (13/50), 2% u 

sitnostanični karcinom (1/50), a preostalih 20% uzoraka je konačno dijagnosticirano kao 

nespecificirani karcinom s negativnim biljezima TTF-1, CK7, napsin A, CK5/6 i p63. Drugim 

riječima, dijagnoza nespecificiranog karcinoma postavljena je u 5.41% (10/185) slučajeva  od 

ukupnog broja promatranih uzoraka karcinoma pluća.   

 

Zaključno, uporaba imunohistokemijskih metoda značajno povisuje točnost i reproducibilnost 

patohistološke dijagnostike adenokarcinoma pluća. Temeljem naših rezultata proizlazi 

dostatnost trojnog panela protutijela na TTF-1, CK7 i p63 za nesitnostanične, odnosno 

protutijela na CD56 uz odgovarajuću morfološku sliku za sitnostanične karcinome uz 

napomenu dodatne koristi uključivanja napsina A u slučaju TTF-1/CK7-negativnih 

adenokarcinoma, odnosno za potvrdu dijagnoze adenokarcinoma pluća. Uključivanje većeg 

broja protutijela opravdano je u nejasnim slučajevima. Naime, od iznimne važnosti je čuvanje 

maksimalne raspoložive količine uzoraka za buduće analize.  

 

Učestalost pojave različitih genskih mutacija u karcinomu pluća je među najčešćima od svih 

humanih malignih tumora.192, 193 Mutacije receptora EGFR ili fuzijske bjelančevine ALK 
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primjeri su genskih mutacija na kojima se temelji usmjereno liječenje inhibitorima tirozinske 

kinaze erlotinibom, gefitinibom ili afatinibom odnosno krizotinibom ili ceritinibom. Nadalje, 

učestale su mutacije tumorsko-supresorskih gena, primjerice TP53 i serinsko-treoninske kinaze 

LKB1.194, 102 Osim toga, kompleksnu sliku genskih mutacija u karcinomu pluća dodatno 

nadopunjuju tzv. usputne mutacije (engl. passenger mutations) koje ne sudjeluju izravno u 

inicijaciji tumora, ali mogu imati utjecaj na terapijski odgovor i progresiju bolesti.  

Mutacije gena koji sudjeluju u regulaciji procesa epitelno-mezehnimske tranzicije (EMT) mogu 

zahvaćati niz transkripcijskih čimbenika odnosno signalnih molekula međusobno isprepletenih 

aktivacijskih sustava kao što su superobitelj TGF-β, Wnt, Notch, Shh, c-Met, put EGFR ili  

receptora čimbenika rasta fibroblasta (FGFR) itd.  

Upravo započinjanje epitelno-mezenhimske tranzicije u pojedinačnim stanicama ili manjoj 

nakupini stanica najčešće u rubnim područjima primarnog tumora omogućuje invaziju 

tumorske okoline i udaljeno metastaziranje. Proces vjerojatno ne zahvaća cijelu tumorsku 

populaciju, iako je to pitanje još uvijek otvoreno.195 Stanice u početku imaju istovremeno 

obilježja epitela i mezenhima, no napredovanjem tranzicije stječu vretenstu morfologiju s 

migratornim protruzijama koje im omogućuju intravazaciju i kasniju ekstravazaciju na 

udaljenim lokalizacijama, mijenjaju diferencijacijske biljege i funkcijske značajke. Nadalje, 

proces koloniziranja i nastanka mikrometastaza nužno uključuje ponovno reprogramiranje u 

novom mikrookolišu i mezenhimsko-epitelnu tranziciju (MET).  

Regulatorna bjelančevina NEDD9 sudjeluje u staničnom ciklusu aktivirajući Aurora A kinazu 

tijekom tranzicije G2 u M fazu i nužna je za pravilno odvajanje centrosoma (pogreške ove točke 

stanične diobe sankcionirane su u normalnim uvjetima staničnim arestom i akceleriranom 

apoptozom).140 Osim regulacije staničnog ciklusa, sudjeluje u razvoju imunološkog, centralnog 

i perifernog živčanog sustava, adheziji osteoklasta za koštani matriks i kemotaksiji limfocita T 

i B.140, 196, 197 NEDD9 smješten na mjestima fokalnih adhezija funkcionira kao mehanosenzor, 

izravno nadzire integritet aktinskog citoskeleta i staničnu migraciju: njegova ekspresija 

povezana je s pojačanom migracijom stanica na dvodimenzionalnim, ali i trodimenzionalnim 

podlogama i gubitkom međustaničnih sveza.198 U procesu epitelno-mezenhimske tranzicije 

funkcionira kao svojevrsni mrežni čvor u kojem konvergiraju različiti signalni putovi (slično 

kao TGF-β i Wnt). Sastoji se od 834 aminokiseline podijeljene u četiri domene koje uglavnom 

funkcioniraju kao aktivna vezna mjesta temeljem čega NEDD9 sudjeluje u determiniranju 

aktivacije i trajanja nizvodnih signalnih putova, a također lateralno aktivira signalni put EGFR 
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(EGFR, Ras, Rac, JNK, ERK1/2).130, 131, 201, 202 Nakon aktiviranja integrinom NEDD9 

ekstenzivno fosforiliran fokalnom adhezijskom kinazom FAK, kinazama obitelji SRC ili ABL 

na mjestima kontakta s izvanstaničnim matriksom inducira staničnu migraciju. Uzvodni 

stimulusi fosforilacije NEDD9 su brojni: hipoksija, aktivacija kemokinskih receptora i različitih  

tirozinskih kinaza. Razina ekspresije NEDD9 u stanicama je strogo kontrolirana na 

transkripcijskoj razini i proteolizom kaspazama i sustavom proteasoma. Hiperekspresija u 

normalnim stanicama rezultira programiranom staničnom smrću, te su za toleranciju na 

pojačanu ekspresiju NEDD9 u malignoj transformaciji nužne prethodno stečene genetske ili 

epigenetske promjene.199 

Godine 2006. Kim i sur. dokazali su ključnu ulogu NEDD9 u progresiji, invaziji i 

metastaziranju malignog melanoma putem signalnog sustava Ras, a godinu dana kasnije 

Natarajan i sur. imenovali su ga kao nužni i specifični nizvodni medijator adhezijske kinaze 

FAK u glioblastomu.168, 161 NEDD9 je hipereksprimiran u staničnim linijama karcinoma dojke 

gdje inicira epitelno-mezenhimsku tranziciju i aktivira signalni put ERK-Snail/Slug.160 Nadalje, 

kod Nedd9-/- miševa značajno je reducirana ukupna masa karcinoma dojke, odgođeno vrijeme 

nastanka tumora u odnosu na divlji tip, manji je broj i sporiji rast neovisnih tumora, a utvrđen 

je i trend reduciranog mestaziranja u pluća.159 U maloj seriji od deset staničnih linija 

kolorektalnog karcinoma Li i sur. opisali su dvostruko višu razinu HEF1/NEDD9 u odnosu na 

normalno tkivo i u paralelnoj skupini od 40 tumora dokazali korelaciju mRNA HEF1/NEDD9 

i gradusa tumorske diferencijacije.162 

Malobrojne studije dosad su se bavile ekspresijom NEDD9 u karcinomu pluća. Na mišjem 

modelu karcinoma pluća inaktivacija serinsko-treoninske kinaze LKB1 nađena u 34% 

induciranih adenokarcinoma i 19% induciranih pločastih karcinoma izaziva aktivaciju 

nizvodnih gena za višestruke promotore metastaziranja uključujući NEDD9, dok se 

reeksprimiranjem LKB1 ekspresija NEDD9 smanjuje.173  

U ovom istraživanju ispitana je razina ekspresije NEDD9 u uzorcima transbronhalnih bioptata 

čije su dijagnoze prvotno potvrđene imunohistokemijskim metodama i razvrstane u podskupine 

adenokarcinoma, pločastog i sitnostaničnog karcinoma. Ekspresija je mjerena 

semikvantitativno pri čemu je promatran postotak pozitivnih tumorskih stanica te intenzitet 

bojanja protutijelom kao i razine ekspresije u staničnim odjeljcima - jezgri i citoplazmi. 

Sukladno podacima iz literature, utvrđena je ekspresija NEDD9 u jezgri i citoplazmi ispitivanih 

podskupina karcinoma pluća (adenokarcinoma, karcinoma pločastih stanica, ali i sitnostaničnog 
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karcinoma) uz visoke koeficijente korelacije, odnosno visoku povezanost između različitih 

mjerenja. Naime, dinamička razmjena molekula kao što je NEDD9 između spremišta u 

citoplazmi i o integrinu ovisnih fokalnih adhezija predstavlja osnovu moduliranja stanične 

migracije, a jednako tako NEDD9 se koncentrira u području centrosoma i diobenog vretena 

tijekom stanične diobe s vrškom na prijelazu G2 u M fazu. 140 Chang i sur. su 2012. god. u seriji 

od 60 reseciranih adenokarcinoma pluća također utvrdili ekspresiju u oba stanična odjeljka.200  

Osim u adenokarcinomu, nekoliko je autora dosad ispitivalo ekspresiju NEDD9 u 

nesitnostaničnom karcinomu: Feng i sur. su 2012. god. objavili studiju 175 reseciranih 

nesitnostaničnih karcinoma (od toga 53 karcinoma pločastih stanica) kojom su pojačanu 

ekspresiju NEDD9 pokazali u 67.8% adenokarcinoma i 66.7% pločastih karcinoma, a godinu 

dana kasnije Miao i sur. su utvrdili umjerenu ili jaku ekspresiju NEDD9 u 56.2% reseciranih 

nesitnostaničnih karcinoma (od ukupno 105 uzoraka, 43 uzorka su klasificirani kao pločasti 

karcinom).173, 175 U svom istraživanju objavljenom 2013. god. Jin i sur. su se fokusirali na 

inverzni odnos ekspresije NEDD9 i epitelnog biljega EMT E-kadherina, no i ondje je NEDD9 

bio pojačano eksprimiran u 68%, a slabo u 32% reseciranih nesitnostaničnih karcinoma 

pluća.201 Niti u jednom od navedenih radova nije utvrđena značajna razlika u ekspresiji NEDD9 

između pločastog karcinoma i adenokarcinoma, pa tako niti u našem istraživanju. Međutim, po 

prvi puta smo utvrdili ekspresiju NEDD9 u sitnostaničnom karcinomu.  

Sitnostanični karcinom sastoji se od malih stanica s stanica s oskudnim citoplazmama i 

hiperkromatskim jezgrama koje su okruglastog, ovalnog ili ponekad vretenastog oblika što 

upućuje na slabiju adheziju za okolinu. U staničnim linijama izrazito su heterogene pri čemu ih 

većina raste u plutajućim staničnim nakupinama uz manju subpopulaciju adherentnih stanica.202 

Navedene karakteristike nalikuju onima tipičnima za epitelno-mezenhimsku tranziciju. 

Također, sitnostanični karcinom odlikuje se velikim metastatskim potencijalom i visokom 

stopom rekurencije. Ito i sur. analizirali su subpopulacije staničnih linija sitnostaničnog 

karcinoma, posebno linije NCI-H69 i NCI-H69V i dokazali povišenu ekspresiju 

transkripcijskih čimbenika EMT Zeb1, Snail/Snail, Slug/Snail2 i FSP uz značajnu redukciju 

ekspresije E-kadherina (tipičnog biljega EMT) u liniji NCI-H69V. Iako je ekspresija mRNA 

pokazivala samo tendenciju u smjeru mezenhimskog fenotipa, na razini bjelančevima razlika 

je dosegla statističku značajnost. Štoviše, nakon 48-satne inkubacije s etopozidom u staničnoj 

liniji s osobinama EMT bilo je 81% i dalje vijabilnih stanica u komparaciji s 88% u kontrolnoj 

skupini što upućuje na ulogu EMT u rezistenciji na lijekove.203  
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Među bolesnicima istog histološkog tipa i TNM stadija karcinoma pluća postoji izrazita 

varijabilnost trajanja razdoblja bez napredovanja bolesti (engl. progression-free survival) i 

preživljenja. U podlozi te varijabilnosti je izrazita genska heterogenost karcinoma pluća, ali 

također i heterogenost unutar istog tumora uslijed klonalnih i subklonalnih mutacija i 

epigenetskih interakcija s mikrokolišem. U ovom istraživanju su se biljezi žljezdane 

diferencijacije napsin A i CK7 pokazali kao prognostički čimbenici dužeg preživljenja u skladu 

s podatkom iz literature da bolesnici s pločastim karcinomom imaju kraće preživljenje nego oni 

s adenokarcinomom nakon kirurške resekcije.204 U retrospektivnoj studiji Kawasea i sur. 

također je utvrđena značajna razlika u ukupnom preživljenju pločastog i adenokarcinoma što je 

objašnjeno većim udjelom T2-T4 tumora s umjerenom ili slabom diferencijacijom, većim 

metastaziranjem u limfne čvorove i vaskularnom invazijom te dominantno starijom muškom i 

pušačkom populacijom s pločastim karcinomom.205  

Prethodno spomenutim istraživanjem Fenga i sur. na reseciranim uzorcima nesitnostaničnog 

karcinoma utvrđena je korelacija visoke ekspresije NEDD9 s metastaziranjem u limfne čvorove 

i uznapredovalim kliničkim stadijem bolesti (povezanost s veličinom primarnog tumora niti 

podtipom karcinoma nije dokazana). Pritom je ekspresija klasificirana slijepo u visoku ili nisku. 

Miao i sur. su također dokazali korelaciju visoke ekspresije NEDD9 (definiranu kao višu od 

one u normalnom plućnom tkivu na rubu reseciranog uzorka) s metastaziranjem u limfne 

čvorove i preživljenjem, ali ne i TNM stadijem ili stupnjem diferenciranosti tumora. U našem 

istraživanju korelacija ekspresije NEDD9 nije dosegnula statističku značajnost, no uočen je 

trend (odnosno granično značajan uzorak) dužeg preživljenja u podskupinama bolesnika s  

visokom ekspresijom NEDD9. Objašnjenje za ovu razliku proizlazi iz heterogenosti našeg 

uzorka: u ovom istraživanju analizirani su uzorci transbronhalnih bioptata, a ne isključivo 

uzorci karcinoma reseciranog u stadiju I-IIIA (IIIB). Nadalje, proces epitelno-mezenhimske 

tranzicije započinje rano u tumorskoj bolesti i vjerojatno se mijenja stjecanjem metastatske 

signature pri čemu uloga NEDD9 i ostalih biljega EMT nije razjašnjena. Primjerice, Minn i sur. 

utvrdili su povezanost trostrukog sniženja NEDD9 i metastatskog fenotipa u karcinomu 

dojke.206 Može se pretpostaviti da agresivni tumori mogu tolerirati visoku ekspresiju NEDD9 

nužnu za formiranje lamelopidija (u svrhu migracije) i invadopodija (u svrhu stanične invazije) 

koja u normalnoj stanici rezultira apoptozom samo uz prethodnu aktivaciju sekundarnih 

mutacija koje trajno aktiviraju antiapoptotske mehanizme, primjerice signalnim sustavom Ras. 
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S druge strane, metastaziranje zahtijeva stvaranje staničnih sveza i proces mezenhimsko-

epitelne tranzicije u kojem ekstenzivna aktivacija EMT vjerojatno više nije potrebna.  

Zasad dostupni podaci o procesu EMT u karcinomu pluća (uglavnom adenokarcinomu), pa tako 

i njezinu biljegu NEDD9, proistječu iz pojedinačnih studija na malom broju uzoraka. U ovom 

istraživanju ekspresija NEDD9 dokazana je u adenokarcinomu, karcinomu pločastih stanica i 

sitnostaničnom karcinomu. Međutim, ostaje otvoreno pitanje može li se proces epitelno-

mezenhimske tranzicije u karcinomu pluća inhibirati specifičnom monoterapijom (primjerice 

usmjerenom na NEDD9).  

Precizna onkološka terapija u budućnosti će vjerojatno uključivati kombinacije lijekova 

strukturirane prema multikomponentnoj signaturi tumora. Primjerice, Carretero i sur. dokazali 

su integriranjem genomičke i proteomičke analize primarnih mišjih adenokarcinoma s 

delecijom Lkb1 hiperfosforilaciju supstrata SRC kinaze (kompatibilnu s pojačanom 

ekspresijom NEDD9) i potom superiornu stopu tumorske regresije uz trojnu kombinaciju 

dasatiniba (inhibitora SRC kinaze), inhibitora MEK1/2 i inhibitora PI3K-mTOR signala u 

odnosu na monoterapiju dasatinibom ili dvojnu terapiju.207 Za bolje razumijevanje evolucije 

tumorskih procesa i razvoj tzv. precizne onkologije potrebna su buduća istraživanja ujednačena 

prema kriterijima standardizirane procjene ekspresije biljega u konekstu histološkog tipa 

tumora, stadija bolesti, ali i koekspresije biljega različitih signalnih putova ovisno o trajanju 

bolesti i primijenjenoj terapiji.  

Poteškoće u tumačenju brojnih međusobnih mehanizama povratne sprege između signalnih 

putova moguće je nadići uniformiranjem raspoloživih informacija u jedinstvene širokodostupne 

baze podataka koje mogu predstavljati osnovu za izradu matematičkih prognostičkih modela.  
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7. ZAKLJUČCI 

 

Temeljem rezultata dobivenih ovim istraživanjem može se zaključiti: 

1. Reklasifikacijom uzoraka transbronhalnih bioptata karcinoma pluća uporabom 

imunohistokemijskih metoda dijagnoza je promijenjena u 17% adenokarcinoma, 7.5% 

sitnostaničnih karcinoma i 2% pločastih karcinoma. Reklasifikacijom adenokarcinoma 

imunohistokemijskim metodama dobivena je statistički značajna razlika (p=0,005 uz Yatesovu 

korekciju X2 testa), za razliku od sitnostaničnih karcinoma (p=0,126) i pločastih karcinoma 

(p=0,995). Svi uzorci velikostaničnih karcinoma su reklasificirani: 52% u adenokarcinom, 26% 

u pločasti, 2% u sitnostanični karcinom, a preostalih 20% uzoraka konačno dijagnosticirano 

kao nespecificirani karcinom sa svim negativnim biljezima.   

2. Od ukupnog broja potvrđenih adenokarcinoma bojanje napsinom A bilo je pozitivno u 

45.33% uzoraka, dok je bojanje na TTF-1 bilo pozitivno u 53.95% i pritom je 90% tumora 

pozitivnih na napsin A bilo istovremeno pozitivno na TTF-1 te bojanje napsinom A nije 

značajno doprinijelo postavljanju dijagnoze (p=0,289). 

3. Od svih tumora s dokazanom žljezdanom diferencijacijom CK7 je bio pozitivan u 91.89% 

slučajeva dok je bojanje napsinom A bilo je pozitivno u 45.33% (p<0,001). Svi tumori pozitivni 

na napsin A bili su istovremeno pozitivni i na CK7 te bojanje napsinom A nije značajno 

doprinijelo postavljanju dijagnoze.  

4. Bojanje napsinom A bilo je pozitivno u samo 5.0% karcinoma pločaste diferencijacije s 

visokom statističkom razlikom u odnosu na adenokarcinom  (p<0,001).    

5. Utvrđena je ekspresija NEDD9 u jezgri i citoplazmi adenokarcinoma, pločastog karcinoma i 

sitnostaničnog karcinoma. Pritom je citoplazmatska ekspresija bila statistički značajno  

(p<0,001) izraženija semikvantitativnom metodom i jačeg intenziteta bojanja (p<0,001) u svim 

tipovima tumora uz visoke koeficijente korelacije za obje metode od 0,896 u jezgri odnosno 

0,748 u citoplazmi, čime je potvrđena visoka povezanost između mjerenja ekspresije različitim 

metodama.  

6. Nije utvrđena statistički značajna povezanost ekspresije NEDD9 i preživljenja u različitim 

tipovima karcinoma pluća. Međutim, uočen je ponegdje statistički granično značajan uzorak 

koji sugerira duže preživljenje u skupinama adenokarcinoma s vrlo izraženom ekspresijom 

NEDD9. 
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8. SAŽETAK 

 

Karcinom pluća objedinjuje zloćudne tumore nastale brojnim genetskim i epigenetskim 

promjenama epitelnih stanica bronha, bronhiola i alveola i predstavlja najčešći uzrok smrti 

među malignim bolestima. Također, karcinom pluća obuhvaća iznimno širok patolohistološki 

i molekularni spektar, a točna klasifikacija temelj je individualiziranog pristupa u liječenju. 

Rezultati ovog rada ukazuju na korisnost uporabe imunohistokemijskih metoda koje značajno 

povisuju točnost i reproducibilnost patohistološke dijagnostike adenokarcinoma pluća 

(p=0,005). Nadalje, dijagnoza nespecificiranog karcinoma postavljena je u samo 5.41% 

slučajeva  od ukupnog broja promatranih uzoraka karcinoma pluća.   Bojanje napsinom A nije 

se pokazalo superiornim u dokazivanju žljezdane diferencijacije u odnosu na TTF-1: od 45.33% 

adenokarcinoma s pozitivnim napsinom A, njih 90% istovremeno je bilo pozitivno na TTF-1, 

p=0,289), a također niti u odnosu na CK7 koji je bio pozitivan u 91.89% svih uzoraka 

adenokarcinoma (p<0,001). S druge strane, pozitivna reakcija na napsin A nađena je u samo 

5% pločastih karcinoma (p<0,001), što upućuje na visoku specifičnost i potencijalnu korisnost 

u interpretaciji nalaza tumora s negativnim ili dvojbenim bojanjem na ostale biljege žljezdane 

diferencijacije. 

Regulatorna bjelančevina NEDD9 integralna je sastavnica normalne i patološki promijenjene 

stanične biologije sudjelovanjem u kontroli migracije i kemotaksije, apoptoze, staničnog 

ciklusa i diferencijacije te funkcionira kao mrežni čvor u kojem međusobno konvergiraju 

različiti signalni putovi epitelno-mezenhimske tranzicije. Njegova aktivacija je ključni događaj 

u stjecanju metastatskog potencijala u adenokarcinomu dojke, agresivnom glioblastomu i 

malignom melanomu. Ekspresija NEDD9 potvrđena je u uzorcima transbronhalnih bioptata u 

staničnoj jezgri i citoplazmi adenokarcinoma, karcinoma pločastih stanica i sitnostaničnog 

karcinoma, što sugerira važnost aktivacije procesa epitelno-mezenhimske tranzicije u različitim 

tipovima karcinoma pluća. Citoplazmatska ekspresija NEDD9 bila je statistički značajno 

izraženija od ekspresije u jezgri svih tipova karcinoma (p<0,001). Pritom nije utvrđena 

nedvojbena povezanost ekspresije NEDD9 s preživljenjem.  

 

Ključne riječi: karcinom pluća, NEDD9, transbronhalni bioptat  
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9. SUMMARY 

 

Prognostic significance of NEDD9 in small biopsies of lung cancer 

Jelena Ostojić, 2018. 

 

Lung cancer is the major cause of cancer mortality worldwide and includes several histologic 

subtypes evolving from numerous genetic and epigenetic changes emerging in alveolar, 

bronciolar and bronchial epithelium. Precise histologic diagnosis is the cornerstone of the 

individualised treatment of lung cancer.  

Here we have demonstrated significantly higher accuracy and reproducibility of the diagnosis 

using immunohistochemistry in transbronchial biopsies of lung adenocarcinoma (p=0,005). 

Also, only 5.41% of all samples was finally diagnosed as NSCC NOS. Positivity for napsin A 

was  seen in 45.33% of all adenocarcinoma samples along with consistant coexpression of TTF-

1 in 90% of cases (p=0,289). As for CK7, homogenous immunoreactivity showed in 91.89% of 

all adenocarcinomas, and therefore staining for napsin A wasn't proven superior to neither CK 

7 nor TTF-1 in adenocarcinoma immunotyping. Nevertheless, napsin A was negative in 95% 

of squamous cell carcinoma samples and consequently may be useful as an additional marker 

of glandular differentiation in less clear immunoprofiles (p<0,001).  

Regulatory protein NEDD9 is involved in control of migration chemotaxis, apoptosis, cell cycle 

and cellular differentiation, playing the role of the hub-protein in the complex process of 

epithelial-mesenchimal transition. NEDD9 has recently been identified as integral part of 

aquisition of metastatic potential in mammary adenocarcinoma, glioblastoma and metastatic 

melanoma. We have demostrated both nuclear and cytoplasmatic expression of NEDD9 in 

transbronchial biopsies of lung adenocarcinoma, squamous carcinoma and also small cell 

carcinoma indicating the activation of the epithelial-mesenchimal transition in different lung 

cancer subtypes. Cytoplasmatic expression of NEDD9 was higher in comparison to nuclear in 

all carcinoma subtypes (p<0.001). The direct relationship between the expression of NEDD9 

and survival wasn't established.  

 

Keywords: Lung cancer, NEDD9, transbronchial biopsy  
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