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SAZETAK. Karcinom pluca je jedan od tri karcinoma s najvisom incidencijom u Republici Hrvatskoj, u oba spola,
a najucestaliji su nesitnostanicni karcinomi pluca. Zadnje desetljece oznacilo je velik iskorak u lijecenju uznapre-
dovalog karcinoma pluca, a posljedicno tomu i u obradi uzoraka tkiva dobivenih u svrhu patohistoloske dijagno-
stike i molekularne analize pacijenata s ovom dijagnozom, a koja je postala i temelj ciljane terapije. Od izuzetne je
vaznosti standardizacija obrade tkiva, a koja prati aktualne internacionalne preporuke. Ove smjernice namijenjene
su primarno doktorima medicine, specijalistima patolozima, ali i svim drugim specijalnostima koje sudjeluju u
dijagnostici, lijecenju i pracenju pacijenta: specijalistima onkolozima, pulmolozima, radiolozima, kirurzima.

SUMMARY. Lung cancer is one of the three cancers with the highest incidence in the Republic of Croatia in both
genders, and non-small cell lung cancers is the most common group. The last decade has marked a great step
forward in the therapy and processing of tissue samples from patients with this diagnosis, it is also the basis of
targeted therapy. Standardized pathological processing that follows current international recommendations is
extremely important. These quidelines are primarily intended for doctors of medicine; pathologists, as well as for
specialists in oncology, pulmology, radiology and surgery.

Unato¢ mnogim javnozdravstvenim akcijama i na-
porima, incidencija karcinoma plu¢a kao i stope smrt-
nosti u Hrvatskoj i u cijelom svijetu ostaju visoke te
predstavljaju velik teret za zdravstveni sustav. Nesitno-
stani¢ni karcinomi plu¢a (NSCLC, engl. non small cell
cancer) u toj kategoriji zauzimaju do 85%!, a $to je i
razlog donosenja ovih nacionalnih smjernica. Male
biopsije i resekcijski uzorci NSCLC-a koji dolaze na
obradu i analizu u patohistoloski laboratorij u porastu
su, kao i razli¢itost pristupa u obradi i analizi uzoraka.
Osnovni cilj ovih smjernica jest poboljsanje kvalitete
rada u laboratorijima, kao i standardizacija postupaka
dijagnosticke obrade uzoraka NSCLC-a.

Smjernice za dijagnosticku obradu i imunohistoke-
mijsku te molekularnu analizu prediktivnih biljega
materijala uzoraka NSCLC-a u patohistoloskom labo-
ratoriju izradila je radna skupina za torakalnu patolo-
giju Hrvatskog drustva za patologiju i sudsku medici-
nu. Smjernice su usvojene od strane Hrvatskog dru-
$tva za patologiju i sudsku medicinu na prvom zajed-
nickom nacionalnom kongresu s medunarodnim
sudjelovanjem hrvatskih drustava za patologiju i cito-
logiju u Dubrovniku 23. - 26. studenoga 2023. Ove
smjernice usvojila su i dva stru¢na drustva: Hrvatsko

drustvo za torakalnu kirurgiju te Hrvatsko pulmolos-
ko drustvo. Izrada ovih smjernica nije financijski pot-
pomognuta.

Epidemiologija

Karcinom pluca, prema podatcima Hrvatskog regi-
stra za rak iz 2020. godine, zauzima drugo mjesto po
ucestalosti sijela karcinoma u muskaraca (16%) te
tree mjesto po ucestalosti sijela karcinoma u Zena
(10%). Incidencija raka traheje, bronha i pluc¢a u 2020.
godini iznosila je za oba spola 76,2, odnosno 47,2, za
muskarce 102,6, odnosno 69,0, a za zene 51,2 odnosno
29,9 (grube stope / 100.000, odnosno korigirane stope
EU / 100.000), a ukupni mortalitet karcinoma ovog
sijela za oba spola 69,6, odnosno 41,8, za muskarce
97,3, odnosno 65,6, te za Zene 43,3 odnosno 24,1
(grube stope/100.000, odnosno korigirane stope EU/
100.000).!

™! Adresa za dopisivanje:

Prof. dr. sc. Lovorka Batelja-Vuletic,

Klinicki zavod za patologiju i citologiju, Klinicki bolnicki centar Zagreb,
KiSpaticeva 12, 10000 Zagreb, e-posta: lovorka.batelja.vuletic@mef.hr
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Rizi¢ni faktori, kao npr. pusenje, $iroko su prisutni u
populaciji svih dobnih skupina, obaju spolova. Tu je i
onecis¢en zrak, kao i veca izlozenost azbestu kroz kon-
takt s lokacijama bogatim azbestom u proteklom vre-
menskom periodu i prilikom gradevinskih radova na
objektima iz druge polovice 20. stolje¢a.

Odredivanje patohistoloske dijagnoze

Patohistoloska dijagnoza NSCLC-a iz biopsijskog
materijala i uzoraka resekcije postavlja se sukladno ak-
tualnoj klasifikaciji tumora toraksa Svjetske zdravstve-
ne organizacije (WHO, engl. World Health Organiza-
tion), prema morfoloskim kriterijima.? U prethodnom
desetogodi$njem razdoblju patohistoloska dijagnoza
NSCLC-a postavljala se dominantno u uznapredova-
lim stadijima bolesti te je rano dijagnosticiranje od
presudne vaznosti.

Tu ulogu ima program ranog otkrivanja karcinoma
pluca koji se u Republici Hrvatskoj provodi od 2020.
godine. Patolozi su karika u dijagnostickom lancu jer
analiziraju bioptirane suspektne lezije koje se definira-
ju prema radioloskim kriterijima, no uloga patologa,
kao i patohistoloska evaluacija suspektnih bioptiranih
lezija, ne navodi se u tekstu nacionalnog programa
prevencije raka pluca.

Dijagnosticka obrada uzoraka tkiva
u patohistoloskom laboratoriju

U Klinickim zavodima za patologiju i citologiju kli-
nic¢kih bolnickih centara u Republici Hrvatskoj trebaju
raditi patolozi s usmjerenjem k plu¢noj patologiji,
educirani u podrucju pluéne patologije. Takoder je
vazna i uloga laboratorijskih inzenjera, a zbog osigura-
nja adekvatne obrade primljenih uzoraka.

Preporuke koje se odnose na obradu tkiva, morfo-
losku analizu, imunohistokemijsku analizu za postav-
ljanje patohistoloske dijagnoze te analizu PD-L1 statu-
saipojedina¢nih analiza prediktivnih biomarkera, kao
i odabira tumorskog tkiva za molekularno profiliranje
tumora, podijeljene su na smjernice koje se odnose na
preanaliti¢ku, analiticku i postanaliti¢ku fazu.

Smjernice za preanaliticku fazu
obrade uzorka

Preanaliticka faza pocinje od trenutka uzorkovanja
tkivnih materijala i traje do trenutka patohistoloske
analize materijala od strane patologa. Ova faza ima
znacajan utjecaj na analiticku fazu i u konacnici na
postanaliticku fazu.? Postupci s materijalom u preana-
litickoj fazi imaju utjecaj na ocuvanje morfologije, re-
zultat imunohistokemijskih analiza te kvalitetu i rezul-
tat molekularnih analiza.

Preanalitika se minimalno mijenjala zadnjih dese-
tak godina. Podrucje plu¢ne patologije je specifi¢no jer
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se, izuzev kirur§kog materijala, raspolaze vrlo malim,
mozda i najmanjim tkivnim uzorcima u patologiji, a
istovremeno je opseg analiza izuzetno velik. Upravo
zbog toga biopticki uzorci tkiva uvijek se zasebno
uklapaju u parafinske blokove. U plu¢noj patologiji
analizira se bioloski materijal dobiven bronhoskop-
skom biopsijom, perkutanom transtorakalnom biopsi-
jom, otvorenom biopsijom pluca, torakocentezom,
parcijalnom ili potpunom lobektomijom te pulmekto-
mijom.

Vrijeme nakon odvajanja tkiva iz vaskularne mreze
(uzimanja uzorka) do trenutka fiksacije jest vrijeme
hladne ishemije.>* Produzenje vremena hladne ishe-
mije moze rezultirati kvantitativnim i kvalitativnim
promjenama (degradacijom) nukleinskih kiselina,
osobito RNA. Do enzimske degradacije RNA dolaziiu
slucaju produzenog vremena fiksacije.””

Kao i kod ostaloga bioloskog materijala, preanali-
ticka faza u zavodima za patologiju zapocinje u trenut-
ku prijma materijala, kada je potrebno provjeriti usu-
glasenost podataka na uputnici koja prati bioloski ma-
terijal i podatke na ambalazi u kojoj je bioloski materi-
jal primljen. Primljeni materijal treba dobiti svoju
oznaku (crti¢ni kod, engl. bar code) koji ga prati tije-
kom cijele obrade materijala od prijma do ulaganja u
arhivu nakon zavrSene patohistoloske analize (visoka
razina dokaza, kvaliteta dokaza: umjerena, preporuka:
snazna).*®

Fiksacija u formalinu kriti¢an je korak u o¢uvanju
DNA i RNA. Optimalno vrijeme fiksacije tkiva u neu-
tralno ,,puferiranom” formalinu jest 6 — 12 sati za male
biopticke uzorke (bronhoskopija i iglena biopsija) i 24
— 48 sati za operativne resekcijske uzorke (visoka razi-
na dokaza, kvaliteta dokaza: umjerena, preporuka:
snazna).5®

Krace vrijeme fiksacije rezultira nekompletnom fik-
sacijom te dolazi do enzimske degradacije i puno teze
ekstrakcije DNA i RNA.” Nepotpuna fiksacija rezultira
i poremecajem morfologije, Sto otezava patohistolosku
analizu.

Nakon preporucenog vremena fiksacije pristupa se
preuzimanju bioloskog materijala koji se odnosi na
pregled i odabir dijela primljenog materijala koji se
uklapa u parafinske blokove ili se primljeni materijal,
ako se radi o bioptickim uzorcima, uklapa u parafinske
blokove u cijelosti. Prilikom preuzimanja bioloskog
materijala obavlja se i makroskopski pregled primlje-
nog materijala. Makroskopski pregled materijala (pri-
log br. 1) dobivenog nekom od biopti¢kih tehnika
obuhvaca odredivanje broja primljenih uzoraka, poje-
dina¢no mjerenje najveceg promjera svakog primlje-
nog uzorka i konac¢no stavljanje svakog uzorka zaseb-
no u plasti¢nu kasetu iz koje ¢e biti uklopljen u pojedi-
nacni parafinski blok.** Makroskopski pregled opera-
tivnog materijala dobivenog parcijalnom resekcijom
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plu¢nog reznja obuhvaca mjerenje materijala u tri di-
menzije, odredivanje cjelovitosti uzorka, identificira-
nje resekcijskih rubova te udaljenost promjene/tumo-
ra u odnosu na resekcijske rubove pluénog parenhima,
markiranje dijela visceralne pleure koja je u najblizem
odnosu s promjenom, mjerenje tvorbe/tumora u tri
dimenzije, odredivanje postotka nekroze tumora, uzi-
manje po jednog reza na 1 cm veli¢ine tumora ili u
serijskim rezovima preuzimanje cijelog tumora ako je
tumor promjera do 3 cm. Preostali plu¢ni parenhim
reze se na rezove debljine do 0,5 cm, kako bi se mogli
identificirati satelitski tumorski ¢vorovi, drugi tumori
— ako se radi o multifokalnom neoplasti¢cnom procesu
- ili bilo koja druga patoloska promjena preostaloga
plu¢nog parenhima.**® Makroskopski pregled opera-
tivnog materijala cijeloga plu¢nog reznja, uz gore na-
vedeno, obuhvacda i odnos tumora prema bronhalnom
i vaskularnom resekcijskom rubu i njihovo uklapanje
u parafinske blokove. Uz limfne ¢vorove koji se prima-
ju odvojeno i koji trebaju biti oznaceni prema nodu-
larnim regijama, potrebno je izolirati i vidljive peri-
bronhalne i intrapulmonalne limfne ¢vorove te ih
uklopiti u parafinske blokove. Bronhalni limfni ¢voro-
vi uklapaju se u cijelosti, obje polovice prerezane kroz
dulji promjer, odnosno serijskim rezovima u cijelosti
ako se makroskopski ne vidi zahvacenost limfnog
¢vora tumorom. Ako se makroskopski uocava zahva-
¢enost limfnog ¢vora tumorom uzima se onaj rez gdje
je promjer tumora najveci, odnosno gdje se vidi odnos
tumora i ¢ahure limfnog ¢vora.’ Artificijelne promjene
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mogu biti rezultat uzimanja bioloskog materijala ili
pak nastale u laboratoriju, trebaju se nastojati svesti na
minimum, a ako su prisutne potrebno ih je prepoznati.

Preuzeti uzorci materijala dalje se procesuiraju ru-
tinskom metodom prilikom koje se istiskuje formalin
iz tkiva te se materijal uklapa u parafinske blokove.
Rezovi tkiva uklopljenog u parafin trebaju biti debljine
3 - 5 mikrona, na standardno bojenim hemalaun-eo-
zin (HE) preparatima trebaju biti tri reza jednog uzor-
ka, a za imunohistokemijske analize, kao i za moleku-
larne analize, preporucuje se uciniti unaprijed neobo-
jene rezove (visoka razina dokaza, kvaliteta dokaza:
umjerena, preporuka: snazna).*® Ulestalost ponovnog
rezanja blokova treba svesti na najmanju mogucu
mjeru kako bi se Stedio materijal. Rezanje obavljaju
educirani, iskusni laboratorijski tehnicari, koriste¢i
mikrotome opremljene slapovima kako bi se iskoristio
sav primljeni materijal.” Neobojeni rezovi mogu se ¢u-
vati maksimalno do dva mjeseca, u tami, na tempera-
turi od 2°C (visoka razina dokaza, kvaliteta dokaza:
umjerena, preporuka: umjerena).®?

Ove smjernice nisu namijenjene obradi i analizi ci-
toloskih uzoraka, no valja spomenuti kako se prven-
stveno preporucuje citoloski materijal uklopiti u sta-
ni¢ni blok (citoblok) te ga dalje procesuirati jednako
kao biopsijski uzorak tkiva (visoka razina dokaza, kva-
liteta dokaza: umjerena, preporuka: umjerena).®® Una-
to¢ tomu, u mnogim ustanovama jo$ uvijek se koriste
citoloski razmazi koji iznimno mogu biti od koristi u
dobivanju nalaza.

PRILOG BR. 1: PREANALITIKA — DIO KOJI SE ODNOSI NA RAD DOKTORA MEDICINE, SPECIJALISTA PATOLOGA

1.1. Postupanje s bioptickim uzorcima:

o odrediti broj uzoraka i maksimalni promjer pojedinog uzorka,

o svi uzorci se pustaju u obradu,

 materijal podijeliti u vi$e plasti¢nih kosi¢a odnosno parafinskih blokova (idealno svaki uzorak u zase-

ban blok),

« iglene biopsije odmah nakon uzimanja materijala fiksirati u plasti¢nim kosaricama.

1.2. Postupanje s operativnim uzorcima:

o izmjeriti i zabiljeziti veli¢inu uzorka u tri dimenzije,

o prilikom prijma uzorak razrezati na rezove debljine najmanje 1 cm, kako bi se adekvatno fiksirao,

« identificirati resekcijske rubove (bronh/krvne zile), oznaciti ih i uklopiti u parafinske blokove,

» markacija tkivnom bojom pojedinih segmenata primljenog materijala (pleura / parenhimski rub / me-

dijastinalne strukture),

o izmjeriti i zabiljeziti veli¢inu tumora u tri dimenzije te opisati odnos tumora prema glavnom bronhu,

resekcijskim rubovima i pleuri,

o ako se pri pregledu materijala utvrde drugi ¢vorovi, opisati i oznaciti i njih, izmjeriti, odrediti njihov
odnos prema prvom opisanom tumorskom ¢voru, resekcijskim rubovima te uzeti uzorke za analizu,

« uzeti minimalno jedan nasumi¢ni uzorak ostalog tkiva pluc¢a nezahva¢enog tumorom,

« tumore promjera <30 mm preuzeti serijskim rezovima u cijelosti, za tumore promjera >30 mm uzeti

najmanje 1 uzorak / 1 cm promjera tumora,

« resektat plu¢a opsezno razrezati i identificirati eventualne satelitske tumorske ¢vorove, simultani drugi
tumor i peribronhalne i intrapulmonalne limfne ¢vorove,

« limfne ¢vorove pregledati u cijelosti ako metastaza nije makroskopski vidljiva, a kod vidljive metastaze
preuzeti jedan reprezentativni prerez tumorom zahvacenoga limfnog ¢vora.
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Smjernice za analiticku fazu

Pacijenti s radnom dijagnozom karcinoma pluca, te-
meljem klinicke slike i radioloske obrade, zahtijevaju
patohistolosku dijagnozu. Svaki postupak dijagnostic-
ke biopsije/uzorkovanja tkiva koji se provodi treba
imati za cilj maksimiziranje koli¢ine dobivenog tkiva.’
Ciljevi uzorkovanja tkiva uklju¢uju postavljanje pato-
histoloske dijagnoze sukladno aktualnoj klasifikaciji
WHO-a na preparatima bojenim HE, a prema potrebi
i imunohistokemijsku analizu (IHC) te molekularno
testiranje.” Stoga je kvantiteta i kvaliteta tkivnog uzor-
ka u postavljanju dijagnoze NSCLC-a i potrebnih ana-
liza od izuzetne vaznosti.

Patohistoloske dijagnoze se postavljaju prema ak-
tualnoj klasifikaciji torakalnih tumora WHO-a iz
2021. godine (tablica 1).> Klasifikacija temelji pato-
histolosku dijagnozu na morfologiji i prema potrebi na
ogranic¢enoj upotrebi imunohistokemije kako bi se
oc¢uvalo tumorsko tkivo za molekularne analize (viso-
ka razina dokaza, kvaliteta dokaza: visoka, preporuka:
visoka).>%’

Sedamdeset posto karcinoma pluca dijagnosticira se
u uznapredovalom stadiju te se patohistoloska dija-
gnoza primarno postavlja na bioptickom uzorku ili
citoloSkom materijalu uklopljenom u citoblok koji se
obraduje i klasificira jednako kao i tkivni uzorci.'® U
malim tkivnim uzorcima dijagnoze NSCLC-a koje su
moguce jesu: NSCLC: karcinom plocastog epitela,
NSCLC: adenokarcinom, NSCLC: prvenstveno ade-
nokarcinom, NSCLC: prvenstveno karcinom ploca-
stog epitela. Dijagnoza nesitnostani¢ni karcinom pluca:
karcinom plocaste diferencijacije postavlja se ako su
prisutni morfoloski elementi plocaste diferencijacije
(oroznjavanje, vidljivi intercelularni mosti¢i, prisutna
komponenta in situ). Dijagnoza NSCLC: adenokarci-
nom postavlja se ako je prisutna morfologija adeno-
karcinoma (acinarne, papilarne ili kribriformne for-
macije). Dijagnoza NSCLC: prvenstveno adenokarci-
nom ili prvenstveno karcinom plocaste diferencijacije
postavlja se ako na temelju morfologije nije moguce
postaviti precizniju dijagnozu od nesitnostani¢nog
karcinoma pluca, ali se koristi i imunohistokemijska
analiza. Pozitivni imunohistokemijski markeri karak-
teristi¢ni za adenokarcinom pluc¢a (TTF1, Napsin-A)
rezultiraju dijagnozom NSCLC, prvenstveno adeno-
karcinom, a pozitivni markeri karakteristi¢ni za ploca-
stu diferencijaciju (p40, CK5/6, p 63) dijagnozom
NSCLC, prvenstveno karcinom plocaste diferencijaci-
je. Dijagnoza NSCLC-NOS koristi se kada preciznija
dijagnoza nije moguca i treba se koristiti uz ogranice-
nija, maksimalno u do 10% uzoraka godisnje. U tom
slucaju potreban je barem jedan pozitivan imunohi-
stokemijski epitelni marker (CK AE1/AE3, Oscar).
Imunohistokemijska analiza neuroendokrinih marke-
ra provodi se samo ako morfologija upu¢uje na neuro-
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endokrinu neoplazmu (visoka razina dokaza, kvaliteta
dokaza: visoka, preporuka: visoka).>* Dijagnoze ade-
nokarcinoma in situ (AIS), minimalno invazivnog
adenokarcinoma (MIA), velikostani¢nog karcinoma
ili bilo kojega mijesanog karcinoma (adenoskvamoz-
nog karcinoma, mijesanog karcinoma s komponenta-
ma adenokarcinoma i neuroendokrinog karcinoma,
kao i mijeSanog karcinoma s komponentom karcino-
ma plocaste diferencijacije i neuroendokrinog karci-
noma) te sarkomatoidnog/pleomorfnog karcinoma
moguce je postaviti samo na operativhom materijalu
(visoka razina dokaza, kvaliteta dokaza: umjerena,
preporuka: visoka).>>!2

U malim bioptickim uzorcima moze se postaviti i
sumnja na karcinom pluca tipa Zlijezde slinovnice, a
definitivna dijagnoza se postavlja na operativnom ma-
terijalu te se na operativnom materijalu izvodi i gradi-
ranje. Adenokarcinom se klasificira od 2015. godine
na invazivni nemucinozni adenokarcinom i invazivni
mucinozni adenokarcinom (IMA), koloidni karci-
nom, fetalni adenokarcinom te entericki adenokarci-
nom. Invazivni mucinozni adenokarcinom ¢éesée po-
kazuju mutacije KRAS (62 - 76%, obi¢cno GI12D i
G12V), zatim NRG1 fuzije te ERBB2 alteracije, a rjede
mutacije EGFR i TP53 u odnosu na invazivne nemuci-
nozne adenokarcinome.'>"

Prema aktualnoj klasifikaciji prepoznaje se pripada-
juca premaligna lezija: atipi¢na adenomatoidna hiper-
plazija (AAH): prema definiciji; zariste atipi¢nih pneu-
mocita bez prisutne invazije, promjera do 0,5 cm te
adenokarcinom in situ: zariste atipi¢nih pneumocita
promjera 0,5 - 3 cm, bez prisutne stromalne i limfova-
skularne invazije. Pojam mikroinvazivni adenokarci-
nom znaci: adenokarcinom s invazivnom komponen-
tom promjera do 0,5 cm.?

Dijagnoza koloidnog karcinoma postavlja se teme-
ljem morfologije, a dijagnoza fetalnog i enterickog
karcinoma postavlja se temeljem morfologije i speci-
ficnoga imunohistokemijskog profila. Subtipovi karci-
noma plocaste diferencijacije jesu bazaloidni karci-
nom te ,,lymphoepithelial like“ karcinom koji se dijeli
na Epstein-Barrin virus (EBV) pozitivan i EBV negati-
van (visoka razina dokaza, kvaliteta dokaza: umjerena,
preporuka: visoka).>>!2

Karcinom plocaste diferencijacije ne gradira se, ade-
nokarcinomi se gradiraju: gradus I: dobro diferencira-
ni adenokarcinomi gradeni su od lepidicke kompo-
nente ili su u kombinaciji s <20% nacina rasta visokog
gradusa; gradus II: umjereno diferencirani adenokar-
cinomi pokazuju acinarni ili papilarni rast ili su u
kombinaciji <20% nacina rasta visokog gradusa; gra-
dus III: slabo diferencirani adenokarcinom, graden je
od 20% ili >20% komponente visokog gradusa koji
predstavljaju mikropapilarni, solidni i kribriformni
nacin rasta."”” Gradiranje adenokarcinoma moguce je
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TABLICA 1. POPIS PATOHISTOLOSKIH DIJAGNOZA NESITNOSTANICNIH KARCINOMA PLUCA

I PRIPADAJUCIH PREMALIGNTH LEZIJA S [CD-O, SUKLADNO KLASIFIKACIJT TORAKALNIH TUMORA WHO-A 1Z 2021. GODINE
TABLE 1. LIST OF HISTOPATHOLOGICAL DIAGNOSES OF NSCLC AND ASSOCIATED PREMALIGNANT LESIONS WITH ICD-O,

IN ACCORDANCE WITH THE WHOQO CLASSIFICATION OF THORACIC TUMORS 2021.

Prekursorna zljezdana lezija. Atipi¢na adenomatozna hiperplazija 8250/0 / Precursor glandular lesions. Atypical adenomatous hyperplasia 8250/0
Adenokarcinom in situ. Adenokarcinom in situ, nemucinozni 8250/2 / Adenocarcinoma in situ. Adenocarcinoma in situ, nonmucinous 8250/2
Adenokarcinom in situ, mucinozni 8253/2 / Adenocarcinoma in situ, mucinous 8253/2

Adenokarcinom. Minimalno invazivan adenokarcinom. Minimalno invazivan adenokarcinom, nenmucinozni 8256/3

/ Adenocarcinomas. Minimally invasive adenocarcinoma. Minimally invasive adenocarcinoma, nonmucinous 8256/3

Minimalno invazivan adenokarcinom, nemucinozni 8257/3 / Minimally invasive adenocarcinoma, mucinous 8257/3

Invazivni nemucinozni adenokarcinom. Lepidicki adenokarcinom 8250/3
/ Invasive nonmucinous adenocarcinoma. Lepidic adenocarcinoma 8250/3

Acinarni adenokarcinom 8551/3 / Acinar adenocarcinoma 8551/3

Papilarni adenokarcinom 8260/3 / Papillary adenocarcinoma 8260/3

Mikropapilarni adenokarcinom 8265/3 / Micropapillary adenocarcinoma 8265/3

Solidni adenokarcinom 8230/3 / Solid adenocarcinoma 8230/3

Invazivni mucinozni adenokarcinom 8253/3 / Invasive mucinous adenocarcinoma 8253/3
Mijesani invazivni mucinozni i nemucinozni adenokarcinom 8254/3 / Mixed invasive mucinous and nonmucinous adenocarcinoma 8254/3

Coloidni adenokarcinom 8480/3 / Colloid adenocarcinoma 8480/3
Fetalni adenokarcinom 8333/3 / Fetal adenocarcinoma 8333/3

Adenokarcinom, enteri¢ni tip 8144/3 / Adenocarcinoma, enteric type 8144/3

Adenokarcinom, NOS 8140/3 / Adenocarcinoma, NOS 8140/3

Prekursorne lezije plocastog epitela. Karcinom in situ plo¢astog epitela 8070/2

/ Squamous precursor lesions Squamous cell carcinoma in situ 8070/2

Blaga displazija plocastog epitela 8077/0 / Mild squamous dysplasia 8077/0

Umjerena displazija plocastog epitela 8077/2 / Moderate squamous dysplasia 8077/2

Jaka displazija plocastog epitela 8077/2 / Severe squamous dysplasia 8077/2

Karcinom plocastog epitela. Karcinom plocastog epitela, NOS 8070/3 / Squamous cell carcinomas. Squamous cell carcinoma, NOS 8070/3
Karcinom plocastog epitela, keratiniziraju¢i 8071/3 / Squamous cell carcinoma, keratinizing 8071/3

Karcinom plocastog epitela, nekeratinizirajuci 8072/3 / Squamous cell carcinoma, nonkeratinizing 8072/3

Bazaloidni karcinom plocastog epitela 8083/3 / Basaloid squamous cell carcinoma 8083/3

Limfoepitelni karcinom 8082/3 / Lymphoepithelial carcinoma 8082/3

Karcinom velikih stanica 8012/3 / Large cell carcinomas. Large cell carcinoma 8012/3
Adenoskvamozni karcinom 8560/3 / Adenosquamous carcinoma 8560/3
Sarkomatoidni karcinom. Pleomorfni karcinom 8022/3 / Sarcomatoid carcinomas. Pleomorphic carcinoma 8022/3

Karcinom orijaskih stanica 8031/3 / Giant cell carcinoma 8031/3

Karcinom vretenastih stanica 8032/3 / Spindle cell carcinoma 8032/3

Plu¢ni blastom 8972/3 / Pulmonary blastoma 8972/3
Karcinosarkom 8980/3 / Carcinosarcoma 8980/3

Drugi epitelni tumori, NUT karcinom 8023/3 / Other epithelial tumors, NUT carcinoma 8023/3
Torakalni SMARCAA4-deficijentni nediferencirani tumori 8044/3 / Thoracic SMARCA4-deficient undifferentiated tumors 8044/3

Tumori tipa Zlijezda slinovnica / Salivary gland-type tumors
Pleomorfni adenom 8940/0 / Pleomorphic adenoma 8940/0

Adenoid cisti¢ni karcinom 8200/3 / Adenoid cystic carcinoma 8200/3

Epitelno-mioepitelni karcinom 8562/3 / Epithelial-myoepithelial carcinoma 8562/3
Mukoepidermoidni karcinom 8430/3 / Mucoepidermoid carcinoma 8430/3
Hijalinizirajudi svijetlostani¢ni karcinom 8310/3 / Hyalinizing clear cell carcinomaa 8310/3

Mioepitelioma 8982/0 / Myoepithelioma 8982/0
Mioepitelni karcinom 8982/3 / Myoepithelial carcinoma 8982/3

samo na operativhom resekcijskom materijalu (viso-
ka razina dokaza, kvaliteta dokaza: visoka, preporuka:
visoka).>®

Ako se temeljem morfologije ne moze odrediti radi
li se 0 adenokarcinomu ili karcinomu plocaste diferen-
cijacije, kako bi se sa¢uvalo tkivo za potrebne moleku-
larne analize, preporucuje se ogranic¢eno koristenje
imunohistokemijskih markera, u prvom koraku samo
analiza p40 i TTF1 koja ¢e rijesiti ve¢inu dilema (viso-
ka razina dokaza, kvaliteta dokaza: visoka, preporuka:
visoka).?’

STAS oznacava Sirenje tumora kroz zra¢ne prostore,
udaljeno minimalno 0,5 cm od glavne tumorske mase, s
prisutno$éu u minimalno tri ili pet alveolarnih prostora.
STAS pokazuje solidni ili mikropapilarni rast ili su pri-
sutne pojedinacne tumorske stanice. STAS se veze uz
losiji klinicki ishod i nuzno ga je uoditi i navesti u pato-
histoloskom nalazu, osobito kod atipi¢nih lobektomija.'*

Vazno je i analizirati odnos tumorske mase prema
visceralnoj pleuri te prema resekcijskim rubovima:
bronhalnom i vaskularnom, odnosno prema paren-
himskom rubu kod atipi¢nih resekcija.
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Potrebno je zabiljeziti i citoloske osobitosti tumor-
skih stanica (visoka razina dokaza, kvaliteta dokaza:
visoka, preporuka: visoka).>®

Trenutno u internacionalnim smjernicama NCCN-a
(engl. National Comprehensive Cancer Network), verzi-
ja 9.2024., stoji preporuka bronhoskopic¢arima i inter-
ventnim radiolozima u smjeru nastojanja dobivanja
dovoljno tkiva za histolosku analizu, analizu predik-
tivnih biomarkera i molekularne analize, jer je u sa-
dasnjem uhodanom sustavu obrade i analize optima-
lan materijal za molekularne analize tkivo fiksirano u
formalinu te uklopljeno u parafinski blok (FFPE).
FDA nije jos odobrio analizu sekvenciranjem nove ge-
neracije (NGS-om, engl. next generation sequencing)
materijala citoblokova. Surogat-uzorak je periferna
krv i cf/ct DNA (od engl. cell free/circulating tumor
DNA), koji se moze koristiti u kombinaciji s tkivnim
uzorcima, ali treba misliti na tehnicke prepreke (do-
stupnost metodologije i iskustva u testiranju takvih
uzoraka) i ogranicenja ove vrste bioloskog materijala.
Aktualne smjernice kao optimum navode NGS (od
engl. next generation sequencing) esej s panelom ve¢im
od 50 gena, ali se i pojedinacne analize prediktivnih
biomarkera ili eseji NGS-a s ograni¢enim panelom
gena smatraju prihvatljivim. I metode RT-PCR-a (od
engl. real time polymerase chain reaction) i FISH-a
(od engl. fluorescent in situ hybridization) imaju svoju
vrijednost i mjesto u molekularnom profiliranju
NSCLC-a (visoka razina dokaza, najmanje 2a, kvalite-
ta dokaza: visoka, preporuka: visoka).>!®

NCCN verzija 9.2024. navodi kao potrebnu analizu
NSCLC adenokarcinoma, velikostani¢nog karcinoma
i NOS: mutacije EGFR 18-21, preraspodjelu (od engl.
rearrangement) gena ALK i ROS 1 te RET, KRAS toc¢ka-
stu mutaciju G12C, MET egzon 14, preskakanje vari-
jante (od engl. skipping), ERBB“/HER2 mutaciju gena,
NTRK1/2/3 fuziju gena, mutacije BRAFV600E. Ove
smjernice navode i potrebu za analizom statusa PD-L1
imunohistokemijskom metodom.'>!¢

Preporuc¢eno molekularno profiliranje nesitnosta-
ni¢nih karcinoma plocaste diferencijacije, osim anali-
ze PDLLI statusa u mladih pacijenata te nepusaca kao i
»lakih“ pusaca, obuhvaca isti panel kao i adenokarci-
nom pluca, osobito mutacije EGFR i MET te ALK i
ROS 1 preraspodjelu (visoka razina dokaza, najmanje
2a, kvaliteta dokaza: visoka, preporuka: visoka).®!>16

ESMO smjernice za uznapredovale NSCLC'”*® pre-
klapaju se sa smjernicama NCCN, a za rane stadije
smjernice ESMO naglasavaju obveznu potrebu analize
statusa EGFR, ali statusa ALK proizvoljno.'”'® Prilikom
analize primljenoga bioloskog materijala uloga patolo-
ga jest da odredi koji je pojedina¢ni uzorak tumorskog
tkiva prikladan za koju analizu.
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PD-L1

Inhibitori imunoloske kontrolne tocke (ICI), inhibi-
tori proteina-1/liganda-1 programirane stani¢ne smrti
(PD-1/PD-L1) i u manjoj mjeri blokatori citotoksic-
nog proteina 4 (CTLA-4) povezani s T-limfocitima,
dokazano su ucinkovita strategija u lijeCenju raka
plu¢ca, NSCLC-a i karcinoma malih stanica pluca
(SCLC). Trenuta¢no, podatci iz randomiziranih kli-
nickih ispitivanja podupiru ih kao standardni tretman
za pacijente s lokalno uznapredovalim ili metastatskim
NSCLC-om, bilo u monoterapiji ili u kombinaciji s ke-
moterapijom."

Testiranje PD-L1 temelji se na imunohistokemijskoj
analizi, trenutno jedinom validiranom prediktivnom
testu. Smjernice za odredivanje biomarkera PD-L1
preporucuju uobicajene predanaliticke uvjete imuno-
histokemijskog testiranja.*

Ekspresija PD-L1 procjenjuje se odredivanjem po-
stotka tumorskih stanica s djelomi¢nim ili cjelovitim
obojenjem membrane odnosno membrane i citoplaz-
me, ovisno o koristenom protutijelu, bilo kojeg inten-
ziteta. Potrebno je analizirati cijeli rez tumora na veli-
kom povec¢anju mikroskopa. Postotak pozitivnih sta-
nica zaokruZuje se na desetice i izrazava kao apsolutan
broj. Kao pozitivna kontrola koristi se tkivo tonzile ili
posteljice. Klonovi koji se koriste za analizu PD-L1 sta-
tusa za karcinome pluca su klon 22C3 (Dako) i SP263
tvrtke MedImmune®/Ventana (visoka razina dokaza,
kvaliteta dokaza: umjerena, preporuka: visoka).**

Nije neuobicajeno da jedini dostupni materijal po-
tjece iz citoloskih uzoraka. U tim slu¢ajevima, bududi
da je upotreba imunohistokemijskog kompleta PD-L1
validirana za tkivne uzorke fiksirane u formalinu i
uklopljene u parafin (FFPE), a ne za citoloske uzorke,
moguce je koristiti citoloski materijal obraden u skla-
du s predanalitickim smjernicama za tkiva, odnosno
na citoloskom materijalu uklopljenom u cito-blokove.

Najvazniji kriterij adekvatnosti uzorka tumorskog
tkiva za analizu PD-L1 jest brojnost tumorskih stanica
invazivne komponente, a minimalni broj tumorskih
stanica je 100. Na adekvatnost uzorka za analizu statu-
sa PD-L1 utjece i predanaliticko postupanje s tkivom.
Ekspresija proteina PD-L1 cesto je tumorski heteroge-
na te vremenski dinamicna i mijenja se pod utjecajem
prethodnih terapija.?

Molekularne analize (visoka razina dokaza,
kvaliteta dokaza: umjerena, preporuka: visoka)

Ako je dostupno nekoliko blokova tkiva, patolog za
dodatne analize odabire parafinske blokove s tumor-
skim tkivom, a s najmanjom koli¢inom nekroze, krvi,
sluzi ili upalnog infiltrata. Osim kvalitete treba se oda-
brati i kvantitativno optimalan parafinski blok za mo-
lekularno profiliranje; odnos tumorskih stanica prema
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netumorskim stanicama takoder je od klju¢ne vazno-
sti; najmanje 20 — 30% tumorskih stanica treba biti pri-
sutno u materijalu testiranom na genetske promjene
kako bi se lazno negativni rezultati smanjili na mini-
mum.'** Patolog moze celularnost u uzorku povecati
smanjujuci ukupnu povrsinu uzorka, tako da oznaci
dio tkiva na HE preparatu, a prema kojem ¢e se para-
finski blok izrezati i uzeti oznaceni dio tkiva za mole-
kularno profiliranje. Generalno se molekularno testi-
ranje izbjegava na materijalu starijem od tri godine te
na dekalciniranim uzorcima. Isti bi patolog trebao, ako
je moguce, pregledati sav dostupni tumorski materijal
od istog pacijenta, ukljucujuci tkivne i citoloske bloko-
ve kako bi odabrao najprikladniji materijal za pojedi-
nu analizu.'* Koristenje molekularnih metoda sastavni
je dio suvremene obrade tkivnih uzoraka, a nalazi mo-
lekularnih analiza trebaju se implementirati u jedin-
stven patohistoloski nalaz. U Republici Hrvatskoj, u
zavodima za patologiju i citologiju klinickih bolnickih
centara, provode se refleksna i automatska molekular-
na testiranja.

Molekularne analize u Republici Hrvatskoj pratile
su aktualne smjernice NCCN-a i grupe ESMO do
2020. godine'>?', a tijekom 2023. u potpunosti je inte-
grirano multigensko testiranje temeljeno na RT-PCR
metodi za neoplazme razli¢itih sijela, ukljucujuci i
pluca. Do uvodenja metode sekvenciranja nove gene-
racije (NGS) ciljanih panela molekularna analiza je
obuhvacala testiranje mutacija gena EGFR u egzonima
18-21, izrazaj i/ili preraspodjelu gena ALK, ROSI i
ekspresiju PDL1 za sve dijagnosticirane adenokarcino-
me pluda, velikostani¢ne neuroendokrine karcinome
te nesitnostani¢ne karcinome - NOS, a na zahtjev on-
kologa ili pulmologa i nesitnostani¢nih karcinoma
plocaste diferencijacije, neovisno o stadiju bolesti, kli-
ni¢kom statusu pacijenta i njegovoj dobi, uz napome-
nu da su postojale razlike u postotku testiranih uzora-
ka ovisno o centru i pojedinom markeru. Implementa-
cija molekularnih metoda zapocela je u Republici Hr-
vatskoj 2015. godine testiranjem mutacija gena EGFR
u egzonima 18-21 metodom PCR-a u realnom vreme-
nu (RT-PCR) ili qPCR (od engl. quantitative PCR). Od
2016. godine provodi se analiza ALK statusa koristeci
imunohistokemijsko bojenje*'; od 2018. godine anali-
zira se i ROS 1 status u dva koraka. Prvi korak je imu-
nohistokemija, a nalaz difuznog pozitiviteta bilo kojeg
intenziteta zahtijeva analizu u drugom koraku. Prve
dvije godine drugi korak je bila metoda fluorescentne
hibridizacije in situ (FISH), a zadnjih nekoliko godina
metoda RT-PCR.

Integriranje analize platformom NGS u svakodnev-
noj praksi zapocelo je u studenom 2023. godine u Za-
vodu za patologiju i citologiju Klinickoga bolni¢kog
centra Zagreb u suradnji sa Zavodom za patologiju
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, a plan je
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da se ista platforma analize uvede u svakodnevnu
praksu svih zavoda za patologiju svih klinickih bolni¢-
kih centara u Republici Hrvatskoj (KBC Osijek, KBC
Split, KBC Sestre milosrdnice te KBC Rijeka) u sljede-
¢ih Sest mjeseci.

Molekularne analize panela gena koji su usko vezani
uz postojecu ciljanu terapiju trebaju se izvoditi koriste-
¢i onu metodu koja je optimalna za uzorak bioloskog
materijala kojim raspolazemo te u skladu s klinickim
osobitostima pojedinog pacijenta kao $to su stadij bo-
lesti, klinicki performans pacijenta i komorbiditeti.”

Uzorci za analizu metodom NGS-a jesu svi tkivni
uzorci s udjelom tumorskih stanica 20% ili vise te ko-
li¢cinom stanica koju definira koristeni panel. Adekvat-
ni uzorci za metodu RT PCR jesu tkivni uzorci i cito-
blokovi s tumorskom celularno$¢u 10%. Primarno je
uzorak tekucinske biopsije pacijenata s NSCLC-om
periferna krv, ali moguce je analizirati pleuralni izljev,
slinu i cerebrospinalni likvor iz kojih se testiraju cir-
kuliraju¢e tumorske stanice (CTC), cirkulirajuca slo-
bodna DNA (cfDNA), cirkuliraju¢a tumorska DNA
(ctDNA), cirkulirajuce ekstracelularne vezikule, trom-
bocitna RNA i cirkuliraju¢a tumorska RNA (ctRNA).
Prvenstvena uloga tekudinske biopsije jest detekcija
sekundarne mutacije gena T 790M.**>

Sukladno konsenzusu radne skupine za patologiju
toraksa te Hrvatskog drustva za patologiju i sudsku
medicinu, a sukladno smjernicama NCCN 9.2024, od
2024. godine u Republici Hrvatskoj preporucljivo je
testiranje metodom sekvencioniranja nove generacije
slijede¢ih biomarkera u svim adekvatnim tkivnim
uzorcima (uvjeti adekvatnosti navedeni u gornjem
tekstu) s patoloskim dijagnozama: NSCLC adeno-
karcinom, NSCLC prvenstveno adenokarcinom - u
bioptickom uzorku, NSCLC - NOS, mijesanih karci-
noma s komponentom adenokarcinoma te dijagno-
zom velikostanicnog neuroendokrinog karcinoma:
delecije, eksercije i mutacije EGFR egzona 18-21, pre-
raspodjela ALK, preraspodjela ROSI, mutacija BRAF,
fuzija NTRK, MET egzon 14 preskakanje, preraspodje-
la RET i mutacija KRAS G 12C.">*

EGEFR (engl. epidermal growth factor receptor): akti-
viraju¢a mutacija prisutna je u 10 - 16% europske po-
pulacije pacijenata s plu¢nim adenokarcinomom, i to
u nepusaca. Dominantno se radi o mutaciji na egzonu
19 (izmedu kodona 746-759) ili L858R mutaciji egzo-
na 21. Analizom je potrebno obuhvatiti dio egzona 18-
21. Za analizu mutacija EGFR, metodom RT-PCR,
moze se koristiti i tkivni i citoloski blok adekvatne ce-
lularnosti.?

Genski rearanzman ALK (engl. anaplastic lympho-
ma kinase) prisutan je u 1 - 4% europskih pacijenata s
dijagnozom adenokarcinoma pluca; rezultat je EML4
koji stalno podrzava ALK kinaznu aktivnost, a time i
tumorski rast. Karakteristicno je prisutan u mladoj
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dobi, u Zena i nepusaca, a veZe se uz brz razvoj meta-
staza u jetru, serozne ovojnice i mozak te tromboem-
bolijske incidente.'**

Osim metodom NGS-om ili RNA-esejima prihvace-
na je i analiza imunohistokemijom, protutijelo Venta-
na ALK D5F3 CDx Assay, Tuscon, Arizona, SAD, a
tkivo za pozitivhu i negativnu kontrolu jest tkivo
crvuljka. Pozitivan imunohistokemijski nalaz jest pri-
sutno difuzno tamnosmede intenzivno, sitnozrnato
obojenje u citoplazmi tumorskih stanica.'**

Gen ROSI nalazi se na kratkom kraku kromosoma
6 (6922) i ukljucen je u obitelj receptora inzulinske
tirozin kinaze. Fizioloska uloga gena ROSI jos uvijek
je nejasna, poznato je da ima homologiju s protein
kinazom anaplasti¢nog limfoma (ALK) ve¢u od 80% u
ATP veznom mjestu i domenama kinaze. Aktivirajuca
genska preraspodjela prisutna je u oko 1% europskih
pacijenata s dijagnozom adenokarcinoma, ¢esto mlade
dobi i nepusaca, i to onih sa solidnim na¢inom rasta te
stanicama tipa prstena pecatnjaka, a koje vode u onko-
genu transformaciju stanice. Kao i kod ALK preraspo-
djele, i ova preraspodjela karakterizirana je trombotic-
kim dogadajima te brzim razvojem mozdanih meta-
staza.”® Preporucuje se testiranje u prvom koraku imu-
nohistokemijom, koristi se monoklonsko protutijelo
D4D6, Cell Signalling Technology ili SP384 Ventana.
Kao kontrolno tkivo moze se koristiti pozitivno tu-
morsko tkivo, stani¢na kultura ili pozitivni peritumor-
ski pneumociti. U slucaju pozitiviteta bilo kojeg inten-
ziteta tumorskih stanica potrebna je potvrda ili meto-
dom FISH ili RT PCR-om.”® Moze se testirati i u jed-
nom koraku RT-PCR-om ili NGS-om.

Genske promjene EGFR, ALK i ROS-1 medusobno
su isklju¢ujuée u ranim stadijima adenokarcinoma
pluca.

BRAF (engl. B-Raf proto-oncogene) prisutan je u oko
2% pluc¢nih adenokarcinoma, osobito u onih papilar-
nog rasta. Najces¢a mutacija je BRAF V600E, cesca je
u zena i nosi vecu agresivnost bioloskog ponasanja.
Metoda analize je NGS ciljanoga multigenskog panela
za NSCLC, ukljucujuéi najmanje egzon 11-15 ovoga
gena.15'26

NTRK (engl. neurotrophic tyrosine receptor kinase):
fuzija ovih receptora prisutna je i u NSCLC-u u po-
stotku 1%, i to naj¢es¢e NTRK1."* Strategija analize
je NGS ciljanoga multigenskog panela za NSCLC, a
pozitivan nalaz na nivou RNA potvrduje se drugim
korakom - reakcijom imunohistokemije, pri ¢emu je
kontrolno tkivo tkivo mozga ili tkivo crvuljka.!>*

RET (engl. gene rearranged during transfection) fuzi-
ja prisutna je u 1 - 2% NSCLC-a; morfoloski psamom-
ska tjelesca sugeriraju RET fuziju.”’ I ova mutacija do-
minantno se nalazi u nepusaca. Optimalna detekcija
RET fuzije jest metodom NGS ciljanoga multigenskog
panela, ali je moguce koristiti i PCR jer je rezultate me-
todom FISH Cesto tesko interpretirati.”
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Mutacije KRAS identificiraju se u oko 25% pacije-
nata s NSCLC-om. Nalaze se u svim histoloskim pod-
tipovima adenokarcinoma, ali i u 5% karcinoma plo-
Caste diferencijacije. Mutacije su obi¢no locirane na
kodonima 12 (u 80% slucajeva), 13 i 61. Mutacije
KRAS GI12C i KRAS G12V karakteristi¢ne su za pusa-
¢e, a mutacija KRAS GI2D za nepu$ace i one imaju
razlicite signalne puteve. Vise od 50% nesitnostanic-
nih karcinoma plu¢a s KRAS mutacijom ima i neku
drugu mutaciju, u 40% mutaciju TP53, zatim mutacije
vezane uz serin-treonin kinazu ili pak uz inaktivaciju
CDK2A/B. Preporucena metoda analize moze biti
monogenetska metodom RT-PCR ili u sklopu multi-
genskog testiranja metodom NGS ciljanog panela za
NSCLC.#*

MET (engl. mesenchymal epithelial transition factor
gene) amplifikacija gena prisutna je u oko 1 - 5%
NSCLC-a, u egzonu 14 koji smanjuje degradaciju MET
proteina. Ova mutacija uzrok je i razvoja rezistencije
na EGFR-TKI u 5 - 20% slucajeva. Optimalna metoda
analize je NGS, ali je moguca i analiza FISH-om.”!

Gen HER?2 takoder moze biti promijenjen u pacije-
nata s NSCLC-om: u 3 - 38% nalazi se prekomjerna
ekspresija, u 3% amplifikacijaiu 1 - 4% mutacija. Naj-
¢e$¢a mutacija je insercija u egzonu 20. Obi¢no je ve-
zana uz zene, nepusace. Najprikladnija metoda analize
je NGS.”

Sukladni smo u stavu da nije dostatna analiza DNA,
ve( se treba analizirati RNA."

U slucaju progresije NSCLC-a potrebno je uciniti
retestiranje molekularnog profila, u slu¢aju progresije
EGFR-pozitivnih NSCLC-a detekciju mutacije gena
T790M, najprije teku¢inskom biopsijom (do dva po-
kusaja), a zatim u slucaju potrebe tkivnim uzorkom.*3*

Za potrebe retestiranja RET fuzija i reanalizu MET
broja kopija metodom NGS potreban je tkivni uzo-
rak‘27,28

Mikrosatelitska nestabilnost prema trenutnim do-
kazima nema prediktivnu vrijednost u nesitnostnic-
nim karcinomima pluca.®

Lije¢nici u Europi, ukljuc¢ujuci patologe u Republici
Hrvatskoj, slazu se da se molekularne analize trebaju
primarno izvoditi u patohistoloskim zavodima i biti
nadzirane od strane patologa.”” Preporuka naseg dru-
§tva jest da se navedene analize primarno izvode u
suradnji sa zavodima za patologiju i citologiju u kli-
ni¢kim bolnickim centrima i po potrebi i u klinickim
bolnicama.

Analiza panela gena karakteristi¢nih za nesitnosta-
ni¢ne karcinome plu¢a metodom NGS limitirano je
prepoznata od strane HZZO-a, a i od strane privatnih
osiguravajucih drustava.

Vodenje sustavne baze podataka kao i kontrola kva-
litete molekularnih laboratorija obvezni su. Laborato-
riji molekularne patologije moraju biti spremni sudje-
lovati u medunarodnim ring studijama.”
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TAT (engl. turn around time) u nasim molekular-
nim laboratorijima unutar zavoda za patologiju treba
nastojati pratiti praksu istih u zavodima za patologiju
zapadne Europe u kojima je prihvaéen vremenski in-
terval od 21 dana, s prosjekom vremenskog intervala
od 17 dana.

Multidisciplinarni timovi poboljsavaju ishod lijece-
nja onkoloskih pacijenata, ukljuc¢ujuéi i pacijente s
NSCLC-om, a formirani su u veéini klinickih bolni¢-
kih centara Republike Hrvatske te se sastaju na tjednoj
bazi. Javlja se i potreba formiranja multidisciplinarnih
molekularnih timova koji bi od strane klinickih zavo-
da za patologiju bili zastupljeni s dva ¢lana: patologom
i molekularnim biologom.* Bolnice bez multidiscipli-
narnih timova imaju pristup ovakvim timovima u naj-
blizem KBC-u.

Upravo zbog potrebe za multidisciplinarnim mole-
kularnim timovima, u kojima patolog i molekularni
biolog sudjeluju zajedno u donosenju odluke za opti-
malno postupanje s bioloskim materijalom i da zajed-
no sudjeluju na sastancima s drugim specijalistima
doktorima medicine, svaki molekularni laboratorij u
svom sastavu uz laboratorijske tehnicare i laboratorij-
ske inZenjere treba imati i barem jednoga molekular-
nog biologa.

Nacionalni sastanci patologa koji se bave torakal-
nom patologijom, uklju¢ujuci molekularnu patologiju,
odrzavaju se potaknuti od strane radne skupine za to-
rakalnu patologiju nekoliko puta godisnje.

Redoviti sastanci vazni su za pracenje novosti u po-
drugju torakalne patologije i rad na dopunama i pro-
mjenama dijagnostickih preporuka, minimalno dva
puta godisnje.

Smjernice za postanaliticku fazu

Postanaliticka faza obuhvacda strukturirane patolos-
ke nalaze i kontrolu kvalitete.

Strukturirani nalazi

Vaznost strukturiranih nalaza jest u dostupnosti i
jednostavnosti svih potrebnih informacija klini¢arima
za daljnje postupke s pacijentom, odredivanje patolos-
kog stadija prosirenosti bolesti i prognostickih faktora,
evaluaciju dijagnostickog odnosno dijagnosticko-tera-
pijskog postupka te pregled prediktivnih biomarkera
za ciljano onkolosko lijec¢enje pacijenta. Strukturirani
patoloski nalazi takoder su i izvor podataka za registre
malignih oboljenja. Strukturirani patohistologki nala-
zi doprinose standardizaciji i kvalitetnijoj skrbi za
maligne pacijente i tako doprinose boljem ishodu lije-
cenja.*

I nalaz molekularnih analiza treba biti standardizi-
ran sukladno standardu International Organisation
for Standardization (ISO) 15189:2022 koji je namije-
njen medicinskim laboratorijima.
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Strukturirani nalaz je neophodan za dobru komuni-
kaciju patologa s kolegama klini¢arima i njime se daje
vazan doprinos, ne samo u postavljanju kona¢ne dija-
gnoze pacijenta, ve¢ i njegovom daljnjem lijecenju.
Stoga mora obuhvacati sve podatke vazne za daljnje
postupanje s pacijentom, mora biti pregledan i logi¢no
organiziran. U patohistoloskom nalazu trebaju biti
navedene i dodatne dijagnosticke analize, koritena
protutijela u imunohistokemijskim analizama predik-
tivnih biljega i rezultati molekularnih analiza kao i
platforme koje su se koristile u molekularnom profili-
ranju.’*’

U idealnom slucaju, rezultati molekularnih analiza
trebaju biti prodiskutirani s molekularnim biologom
koji je ucinio molekularnu analizu prije integriranja
ovog dijela analize u cjelovit nalaz.

Patohistoloski nalaz treba sadrzavati i podatke po-
trebne za aktualni patoloski nalaz, a koji se odnose na
podatke dobivene od kolega klini¢ara, a prema medu-
narodnim smjernicama o izvjeStavanju i strukturira-
nim nalazima karcinoma®” gdje se pojedina polja i kli-
nicki podatci smatraju obveznima, a pojedini se uvr-
$tavaju kao preporuka. Standardizirane klinicke uput-
nice trebaju biti kreirane u suradnji s patologom, kako
bi dobili sve potrebne podatke. Uputnica treba ukljuci-
vati: osobne podatke pacijenta (ime i prezime, datum
rodenja, MBO, spol), ime lije¢nika koji upucuje bio-
loski materijal, kontakt lije¢nika kojega patolog moze
kontaktirati prema potrebi vezano uz primljeni biolos-
ki materijal i vezani patoloski nalaz, datum uzimanja
te slanja bioloskog materijala prethodne potvrdene
dijagnoze pacijenta s naglaskom na malignitete, uput-
nu klinicku dijagnozu ili diferencijalne dijagnoze,
prethodne analize prediktivnih biomarkera i na kojem
bioloskom materijalu su radene, navesti je li operativ-
nom zahvatu prethodila neoadjuvantna terapija, jer su
i na¢in preuzimanja bioloskog materijala i evaluacija
drugaciji.”” Potrebno je navesti klinicki stadij bolesti.
Navesti treba takoder smatra li se da se radi o novom
primarnom karcinomu ili o recidivu prethodno dija-
gnosticiranog. Potrebno je navesti anatomsko sijelo
biopsije ili resekcije. Bez navodenja toc¢ne lokalizacije
limfnih ¢vorova odredivanje pTNM-a nije moguce, a
time niti odredivanje stadija maligne bolesti. Ako se
radi o operativnom materijalu potrebno je navesti
vrstu operativnog zahvata, lokaciju, stranu uzorkova-
nja. Idealno bi bilo na uputnici imati navedene radio-
loske nalaze, uklju¢uju¢i minimalno podatke o loka-
ciji i dinamici rasta promjene te zakljucak radioloske
obrade.” Treba postojati i polje ,Napomena“ u kojemu
klini¢ari navode ono $to smatraju vaznim, a nije obu-
hvaceno u prethodno navedenom. Nedostatne infor-
macije od strane klini¢ara mogu rezultirati insuficijen-
tnom ili neadekvatnom patoloskom obradom bio-
loskog materijala te potrebom za ponavljanjem dija-
gnostickog postupka.
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PRILOG BROJ 2: VODIC ZA PISANJE STRUKTURIRANOG IZVJESCA PATOLOGA

2.1. Obrazac za patohistoloski izvjestaj bioptickog
materijala s prisutnim tumorskim tkivom

BROJ UZORAKA:

VELICINA UZORAKA: (najve¢a dimenzija)

PREUZETO U CIJELOSTI U:
_ (broj parafinskih blokova)

BROJ UZORAKA ZAHVACENIH LEZIJOM:
(numericka vrijednost)

HISTOLOSKI OPIS:
DODATNE ANALIZE:
PREDIKTIVNI BIOMARKERTI:
NAPOMENE:

ZAKLJUCAK:

2.2. Obrazac za patohistoloski izvjestaj atipicne
resekcije pluca s prisutnim tumorskim tkivom

UZORAK I VELICINA UZORKA:

ZAHVAT:

CJELOVITOST UZORKA:

SMJESTAJ] TUMORA:
centralno/paracentralno/periferno

FOKALNOST TUMORA: unifokalan/multifokalan
VELICINA TUMORA: (u tri dimenzije)
MORFOLOSKI OPIS TUMORA:

NACIN RASTA (izrazen u %):

POSEBNE CITOLOSKE KARAKTERISTIKE
TUMORSKIH STANICA:

HISTOLOSKI GRADUS:

SIRENJE KROZ ZRACNE PROSTORE (STAS):
da/ne

MAKROSKOPSKA UDALJENOST TUMORA
OD BRONHOVASKULARNOG RUBA:
udaljen od bronhovaskularnog ruba ... cm

/ ne moze se odrediti

RESEKCIJSKI RUBOVT:
(zahvaceni/nezahvacéeni tumorom)

INVAZIJA VISCERALNE PLEURE TUMOROM:
da/ne

LIMFO-VASKULARNA INVAZIJA:
uocena/neuocena

LIMFNI CVOROVT: izolirano je (broj)
limfnih ¢vorova promjeraod _ cmdo _ cm,
histoloski...

DODATNE ANALIZE:
NAPOMENE:

ZAKLJUCAK:

PREDIKTIVNI BIOMARKERI:
PATOLOSKI STADIJ (pTNM) : TNM
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2.3. Obrazac za patohistoloski izvjestaj materijala
lobektomije ili jednostrane pulmektomije
s prisutnim tumorskim tkivom

UZORAK I VELICINA UZORKA:

ZAHVAT:

CJELOVITOST UZORKA:

SMJESTA] TUMORA:
centralno/paracentralno/periferno
FOKALNOST TUMORA: unifokalan/multifokalan
VELICINA TUMORA:

MORFOLOSKI OPIS TUMORA:

NACIN RASTA (izrazen u %):

POSEBNE CITOLOSKE KARAKTERISTIKE
TUMORSKIH STANICA:

HISTOLOSKI GRADUS:

SIRENJE KROZ ZRACNE PROSTORE (STAS):
da/ne

MAKROSKOPSKA UDALJENOST TUMORA
OD BRONHOVASKULARNOG RUBA:
RESEKCIJSKI RUBOVT:
(zahvaceni/nezahvacéeni tumorom)

Bronhalni rub -

Vaskularni rub -

INVAZIJA VISCERALNE PLEURE TUMOROM:
MORFOLOSKI OPIS TUMORA:
MORFOLOSKI OPIS OKOLNOG PLUCNOG
PARENHIMA:

LIMFO-VASKULARNA INVAZIJA:
uocena/neuocena

STATUS LIMFNIH CVOROVA:

broj izoliranih limfnih ¢vorova:

broj limfnih ¢vorova zahvacenih tumorom:
morfoloski opis limfnih ¢vorova nezahvacenih
tumorom:

DODATNE ANALIZE:

PREDIKTIVNI BIOMARKERI:
NAPOMENA:

ZAKLJUCAK:

PATOLOSKI STADIJ (pTNM):

2.4. Obrazac za patohistoloski izvjestaj analize
limfnih ¢vorova

UZORCI I VELICINA UZORKA:

BROJ IZOLIRANIH LIMENIH CVOROVA:
BROJ LIMFNIH CVOROVA ZAHVACENIH
TUMOROM:

PROMJER METASTAZE U LIMENOM CVORU:
EKSTRANODALNO SIRENJE TUMORA:
DODATNE ANALIZE:

OPIS:

ZAKLJUCAK:
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Vodic¢ za pisanje strukturiranog izvjesca patologa
(prilog broj 2)

Format nalaza patologa trebao bi biti ujednacen, kao
i struktura, preporucena veli¢ina slova, brojki i zna-
kova koja je 12, font Times New Roman, a pojedini
dijelovi nalaza trebaju biti odvojeni dvostrukim prore-
dom. Naglasavanje pojedinih dijelova teksta u nalazu
izvodi se koriste¢i velika slova, $to je bolja opcija od
zadebljanja ili podcrtavanja dijelova teksta jer se to
kopiranjem patoloskog nalaza u drugu medicinsku
dokumentaciju gubi. Jedinstven format nalaza patolo-
ga nije u potpunosti moguc¢ zbog koristenja razli¢itih
softvera u razli¢itim zdravstvenim ustanovama u Re-
publici Hrvatskoj.

Kontrola kvalitete

Kontrola kvalitete obuhvaca kontinuiranu eduka-
ciju, koja je obnovom licence ve¢ regulirana za sve
doktore medicine u Republici Hrvatskoj. Specijalisti
patolozi usmjereni na pluénu patologiju, primarno
plu¢ne tumore, trebaju redovito sudjelovati na medu-
narodnim i domacim konferencijama, radnim sastan-
cima i radionicama s tematikom karcinoma pluca.
Svim patolozima koji dolaze u kontakt s bioloskim ma-
terijalom donjega respiratornog sustava preporucuje
se prisustvovanje sastancima radne skupine za patolo-
giju toraksa. Kontrolom kvalitete trebaju biti obuhva-
¢eni patolozi, ali i sve ostalo laboratorijsko osoblje od-
nosno postupci/analize u laboratorijima odjela/zavo-
da/Kklini¢kih zavoda. Treba razmisliti i o uvodenju
kontrola kvalitete predanaliticke faze (SPIDIA PRO-
JEKT, http:/www.spidia.eu). Kontrola analize ekspresi-
je PD-L1, o¢itanja analize od strane patologa i kontro-
la kvalitete imunohistokemijskih preparata trebaju se
provoditi NordiQC vanjskom kontrolom kvalitete u
svim klinickim zavodima za patologiju i citologiju u
svim klini¢ckim bolni¢kim centrima te u klini¢kim bol-
nicama koje provode analizu PD-L1 u Hrvatskoj.

Zakljucak

U Republici Hrvatskoj karcinom pluca znacajan je
uzrok morbiditeta i mortaliteta, kao i izvor velikoga
financijskog javnozdravstvenog opterecenja i ulaganja
od strane zdravstvenog osiguranja.

Donosenje smjernica u patoloskoj dijagnostici, kao i
smjernica drugih Kklinickih specijalizacija koje su
ukljucene u dijagnosticku obradu i lijecenje pacijenata
s karcinomom pluca te poboljsanje multidisciplinar-
nog pristupa i rad na planiranom postupku s pacijen-
tom uvelike ¢e doprinijeti boljem ishodu lije¢enja pa-
cijenata.

Nacionalne smjernice daju sigurnost i pacijentima i
doktorima medicine koji su uklju¢eni u njihovo lijece-
nje; one su namijenjene lijecnicima kao polaziste za
ostvarivanje dobre klinicke prakse utemeljene na
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dosadasnjim znanstvenim i stru¢nim spoznajama. S
obzirom na dinamiku noviteta u dijagnostici i lijecenju
potrebna je nadopuna i prema potrebi izmjena ovih
smjernica na godi$njoj bazi.
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