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EKSPRESIJA PROTEINA POROZNIH VEZA, KONEKSINA-43, U PRIMARNIM |
METASTATSKIM NESITNOCELIJSKIM KARCINOMIMA PLUCA

Sazetak

Uvod: Koneksin 43 je protein koji formira porozne veze i polukanale, a one omoguéavaju
direktnu komunikaciju izmedu susednih celija i izmedu c¢elija i matriksa, Sto je znacajno u
¢elijskom rastu i diferencijaciji. Medutim, uloga koneksina 43 u nastanku i progresiji tumora je
kontradiktorna. Posebno su oskudni podaci o ekspresiji i znac¢aju koneksina 43 u karcinomima
pluca.

Ciljevi: Ciljevi ovog istrazivanja su bili da se ispitaju ekspresija i razlika u ekspresiji koneksina
43 u razli¢itim histopatoloskim tipovima nesitnocelijskog karcinoma pluéa; da se ispita
ekspresija koneksina 43 u invazivnom tumorskom frontu i centralnom delu tumora kod
primarnog nesitnocelijskog karcinoma pluca; da se utvrdi povezanost ekspresije koneksina 43 sa
markerima epitelnomezenhimne tranzicije kod nesitnocelijskog karcinoma pluca; i da se ispitaju
razlike u ekspresiji koneksina 43 izmedu primarnog nesitnocelijskog karcinoma pluca i njegovih
limfogenih i hematogenih metastaza.

Metode: U ovom istrazivanju kori§¢ene su dve grupe uzoraka. Prvu grupu su Cinili parafinski
kalupi tkivnih uzoraka hirurSkih resekcija 88 pacijenata (45 muskih i1 43 Zenskih; 61,9474
godina) sa nesitnocelijskim karcinomom pluca (52 adenokarcinoma i 36 skvamoznih karcinoma)
sa pripadaju¢im limfnim ¢vorovima operisanih u Klini¢ko-bolnickom centru ,,Bezanijska kosa“ u
Beogradu u periodu izmedu 2012. i 2016. godine. Drugu grupu su ¢inili parafinski kalupi tkivnih
uzoraka primarnog nesitnocelijskog karcinoma plu¢a (19 adenokarcinoma i 10 skvamoznih
karcinoma) kao i prisutnih limfogenih i hematogenih metastaza dobijenih sa obdukcija 29 osoba
(18 muskih 1 11 zenskih; 68,8+10,1 godina) obdukovanih na Institutu za patologiju Medicinskog
fakulteta u Beogradu u periodu izmedu 2016. i 2020. godine. Ispitivana je imunohistohemijska
ekspresija koneksina 43 kao i markera epitelnomezenhimne tranzicije kod adenokarcinoma i
skvamoznog karcinoma pluc¢a, u zoni invazivnog tumorskog fronta i1 centralnoj zoni tumora, kao
i u metastazama. Za bojenje i analizu su kori$¢eni celi preseci kao i tkivni mikroniz.

Rezultati: Analiza ekspresije koneksina 43 u nesitnocelijskim karcinomima pluca je pokazala da
1 skvamozni karcinom 1 adenokarcinom mogu da eksprimiraju koneksin 43. Medutim, skvamozni
karcinom je pokazao znacajno veci stepen ekspresije kao i veci intenzitet ekspresije koneksina
43 u odnosu na adenokarcinom (p<0,05). Ekspresija koneksina 43 u nesitnocelijskim
karcinomima pluca je ¢esto aberantna po lokalizaciji, tj. koneksin 43 je eksprimiran u citoplazmi
ili ¢ak u jedru. Pored izolovane membranske, citoplazmatske, i nuklearne ekspresije, bili su
prisutni i slucajevi kombinovane, uglavnom membranskocitoplazmatske ekspresije. Lokalizacija
ekspresije koneksina 43 kod skvamoznih karcinoma je naj¢e$ce bila kombinovana, dok je kod
adenokarcinoma podjednako Cesto bila Cisto citoplazmatska i kombinovana (p<0,05). Analiza
ekspresije koneksina 43 u nesitnocelijskim karcinomima pluca je pokazala da i invazivni front 1
centralni deo tumora Cesto eksprimiraju koneksin 43, ali nije nadena statisti¢ki znacajna razlika u
ekspresiji koneksina 43 izmedu ovih delova tumora. Ekspresija koneksina 43 je korelirala sa
ekspresijom markera epitelnomezenhimne tranzicije kod nesitnocelijskog karcinoma pluca, ali su
uoceni razli¢iti obrasci korelacije izmedu adenokarcinoma i skvamoznog karcinoma. Analiza
ekspresije koneksina 43 na hirurSkom materijalu je pokazala da su limfogene metastaze



skvamoznog karcinoma imale ekvivalentnu ekspresiju koneksina 43 kao primarni tumor, dok su
limfogene metastaze adenokarcinoma u priblizno jednoj trecini slucajeva pokazale promenjen
profil ekspresije koneksina 43 u odnosu na primarni tumor. Ispitivanjem ekspresije koneksina 43
na obdukcijskom materijalu nisu nadene statisticki znacajne razlike u ekspresiji koneksina 43
izmedu primarnog tumora i metastaza u limfnim ¢vorovima, niti izmedu primarnog tumora i
pripadaju¢e hematogene metastaze kod oba ispitivana patohistoloska tipa.

Zakljucak: Koneksin 43 je Cesto eksprimiran kod karcinoma pluca, narocito kod skvamoznog
karcinoma. Adenokarcinom i skvamozni karcinom pokazuju opre¢nu ulogu koneksina 43 u
tumorskom ponasanju. Tumorske metastaze mogu imati drugaciji stepen ekspresije koneksina 43
u odnosu na primarni tumor. Budu¢i da porozne veze imaju ulogu u kancerogenezi kao i invaziji
1 metastaziranju malignih ¢elija, dalje studije treba da razjasne da li se koneksin 43 moze koristiti
kao dijagnosticki biomarker.

Kljucne redi: koneksin 43, karcinom pluca, porozne veze, gap junctions, metastaze, tkivni
mikroniz

Naucéna oblast: medicinske nauke
Uza nau¢na oblast: molekularna medicina
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EXPRESSION OF GAP JUNCTION PROTEIN, CONNEXIN 43, IN PRIMARY AND
METASTATIC NON-SMALL CELL LUNG CARCINOMAS

Abstract

Background: Connexin 43, the protein that forms gap junctions and hemichannels, allows direct
communication between neighboring cells and between cells and the matrix, which is important
in cell growth and differentiation. However, the role of connexin 43 in tumor development and
progression is still purely understood and contradictory. Data on the expression and significance
of connexin 43 in lung cancer are particularly scarce.

Objectives: The objectives of this study were to examine the expression and difference in the
expression of connexin 43 in different histopathological types of non-small cell lung cancer; to
examine the expression of connexin 43 in the invasive tumor front and central part of the tumor
in primary non-small cell lung cancer; to determine the association of the expression of connexin
43 with markers of epithelial mesenchymal transition in non-small cell lung cancer; and to
examine differences in the expression of connexin 43 between primary non-small cell lung
cancer and its lymphogenic and hematogenous metastases.

Methods: Two groups of samples were used in this study. The first group consisted of paraffin
blocks of tissue samples of surgical resections of 88 patients (45 male and 43 female; 61.9 + 7.4
years) with non-small cell lung cancer (52 adenocarcinomas and 36 squamous cell carcinomas)
with corresponding lymph nodes, who were operated at the University Hospital "Bezanijska
kosa" in Belgrade in the period between 2012 and 2016. The second group consisted of paraffin
blocks of tissue samples of primary non-small cell lung cancer (19 adenocarcinomas and 10
squamous cell carcinomas) as well as lymphogenic and hematogenous metastases obtained from
autopsies of 29 individuals (18 male and 11 female; 68.8 + 10.1 years) at the Institute of
Pathology, Faculty of Medicine in Belgrade in the period between 2016 and 2020. We analyzed
the immunohistochemical expression of connexin 43 and markers of epithelial-mesenchymal
transition in adenocarcinoma and squamous cell carcinoma of the lungs, in the zone of invasive
tumor front and central zone of tumor as well as in metastases. Entire sections and tissue
microarrays were used for staining and analysis.

Results: Analysis of connexin 43 expression in non-small cell lung carcinomas showed that both
squamous cell carcinoma and adenocarcinoma can express connexin 43. However, squamous
cell carcinoma showed a significantly higher degree of expression as well as a higher intensity of
connexin 43 expression compared to adenocarcinoma (p<0.05). The expression of connexin 43
in non-small cell lung cancer is often aberrant by localization, i.e., connexin 43 is expressed in
the cytoplasm or even in the nucleus. In addition to isolated membranous, cytoplasmic, and
nuclear expression, there were cases of combined, mostly membranous—cytoplasmic expression.
The localization of connexin 43 expression in squamous cell carcinomas was most often
combined, while in adenocarcinomas it was equally often purely cytoplasmic and combined.
Analysis of the expression of connexin 43 in non-small cell lung cancer showed that both the
invasive front and the central part of the tumor often express connexin 43, but no statistically
significant difference in the expression of connexin 43 was found between these parts of the
tumor. The expression of connexin 43 correlated with the expression of markers of epithelial—
mesenchymal transition in non-small cell lung cancer, but different patterns of correlation were



observed between adenocarcinoma and squamous cell carcinoma. Analysis of the expression of
connexin 43 on surgical material showed that lymphogenic metastases of squamous cell
carcinoma had equivalent expression of connexin 43 as the primary tumor, while lymphogenic
metastases of adenocarcinoma in approximately one third of cases showed a changed profile of
expression of connexin 43 relative to the primary tumor. Examination of the expression of
connexin 43 on autopsy material did neither reveal statistically significant differences in the
expression of connexin 43 between the primary tumor and lymph node metastases, nor between
the primary tumor and associated hematogenous metastases in both pathohistological types
examined.

Conclusion: Connexin 43 is often expressed in lung cancer, especially in squamous cell
carcinoma. Adenocarcinoma and squamous cell carcinoma show the opposite role of connexin
43 in tumor behavior. Tumor metastases may have a different degree of expression of connexin
43 compared to the primary tumor. Since gap junctions play a role in carcinogenesis as well as
the invasion and metastasis of malignant cells, further studies should clarify whether connexin 43
can be used as a diagnostic biomarker.

Key words: connexin 43, lung cancer, gap junctions, metastases, tissue microarray
Scientific field: medicine
Scientific subfield: molecular medicine
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1. UvOD

1.1 Epidemiologija karcinoma pluca

Karcinom pluéa je vodec¢i uzrok smrti obolelih od malignih bolesti u svetu i u Srbiji. Broj novoobolelih
na godiSnjem nivou u svetu je oko 2,2 miliona slucajeva, sa 1,79 miliona preminulih od karcinoma
plu¢a (WHO, 2020). Prema poslednjim podacima Instituta za javno zdravlje ,,.Dr Milan Jovanovié
Batut”, muskarci su najvise obolevali i umirali od karcinoma pluca, zatim karcinoma prostate i debelog
creva, dok je kod Zena karcinom pluca po zastupljenosti i smrtnosti na drugom mestu, posle karcinoma
dojke (Institut za javno zdravlje, 2020). Incidenca karcinoma pluca je bila visa kod muskaraca,
medutim poslednjih decenija ukupne stope oboljevanja i letaliteta rastu kod zena (Howlader i sar.,
2020).

lako spada u najsmrtonosnije karcinome, karcinom pluca je moguce spreciti. Kao najznacajniji faktor
rizika za nastanak karcinoma plu¢a navodi se puSenje duvana (Travis, 2011). Rizik od nastanka
karcinoma pluca raste sa brojem popusenih cigareta po danu, kao i sa brojem godina pusenja duvana.
Sa prestankom puSenja duvana, rizik od nastanka karcinoma pluca postepeno opada. U studiji Dolla 1
Peta, tokom 20 godina, praceni su britanski lekari koji su prestali da puse u odnosu na one koji su
nastavili da puse, i pokazano je da je rizik od karcinoma pluc¢a smanjen sa prestankom pusenja duvana
(Doll i Peto, 1976). Ostali faktori rizika koji se pominju u literaturi su izlozenost azbestu, radonu i
niklu, kao i deficijencija alela za alfal antitripsin (YYang i sar., 1998). lako je duvan najznacajniji faktor
rizika za nastanak karcinoma pluca, u 10% slucajeva ovaj tip tumora javlja se kod onih koji nikada nisu
bili pusaci. Neuporedivo ¢es¢i je kod zena, a adenokarcinom je najucestaliji histopatoloski tip. Medu
faktorima rizika navodi se radon, azbest, teSki metali, kao i dim iz cigareta u okolini, humani papiloma
virus, ili nasledna genetska nestabilnost (Dubin, 2020).

1.2 Klinicka slika karcinoma pluca
Ne postoje specifi¢ni znaci i simptomi karcinoma pluca, posebno u ranom stadijumu. Klinicka slika je
najcesce povezana sa veli¢inom i lokalizacijom tumorske mase kao i prisustvom metastatskih depozita.
Najces¢i simptomi su kasalj, hemoptizije, vizing 1 dispnea, mada nije neuobiCajeno da se tumor
pronade kod asimptomatskih pacijenata na radiografiji grudnog kosa. Ukoliko je zahvacena pleura,
najéeSce se javlja bol kao i pleuralne efuzije. Uvecanje tumorske mase i medijastinalnih limfnih
¢vorova moze dovesti do kompresije laringealnog nerva §to dovodi do nastanka promuklosti (Tabela
1).
Tabela 1. Znaci i simptomi karcinoma pluca (Colby, 1995)
Sistemski efekti

e (Gubitak telesne tezine, gubitak apetita, malaksalost, poviSena telesna temperatura
Lokalni efekti

e poticu od endobronhijalnog rasta tumorske mase 1/ili invazije okolnih struktura:
grudnog kosa, ili ki¢cmenih prsljenova
Kasalj, dispnea, vizing, stridor, hemoptizije
Bol u grudnom kosu, bol u ledima
Opstruktivna pneumonija (sa ili bez kavitacija)
Pleuralne efuzije
Prosirenost u medijastinalne strukture

e Zahvatanje nerava: rekurentni laringealni nerv (promuklost), freni¢ni nerv (paraliza

dijafragme), simpaticki nervni system (Hornerov sindrom), zahvacenost brahijalnih
nerava




Opstrukcija gornje Suplje vene

Perikard: efuzije, tamponada

Miokard: aritmije, sr€ana insuficijencija
Jednjak: disfagija, bronhoezofagealna fistula
Medijastinalni limfni nodusi: pleuralne efuzije

Metastatska bolest

Direktni efekti povezani sa zahva¢enim organom

Paraneoplasti¢ni sindromi

Dermatomiozitis/polimiozitis

Periferne neuropatije

Mijasteni¢ni sindrom (ukljuc¢ujuc¢i Lambert-Eatonov sindrom)
Transverzni mijelitis

Progresivna multifokalna leukoencefalopatija

Endokrini simptomi

Hiperkalcemija usled povisenog stvaranja parathormonu sli¢nim supstancama
Hiponatrijemija usled neadekvatnog stvaranja antidiuretskog hormona

Kusingov sindrom, hiperpigmentacije usled hipersekrecije adrenokortikotropnog
hormona

Karcinoid sindrom: hipersekrecija serotnonia

Ginekomastija: usled pojacane sekrecije gonadotropina

Pojacana pigmentacija: pojacana sekrecija melanocita stimuliraju¢eg hormona
Hipoglikemija, hiperglikemija

Hematoloski efekti/defekti koagulacije

Diseminovana intravaskularna koagulacija
Rekurentne venske tromboze

Maranti¢ni endokarditis (nebakterijski tromboticni)
Anemija

Granulocitoza

Eozinofilija

Hipoalbuminemija

Trombocitopenija

Ostale manifestacije

Henoh-Senlajnova purpura
Glomerulonefritis, nefrotski sindrom
Hipourikemija, amiloidoza

Laktatna acidoza

Sistemski lupus eritematozus

Karcinomi plu¢a mogu da metastaziraju limfogeno i hematogeno. Simptomi metastatske bolesti zavise
od toga gde se metastaze nalaze, a najceS¢a mesta metastaza su jetra, nadbubrezne zlezde, mozak 1
kostna srz. U autopsijskoj studiji (Savi¢ i sar., 2017), kojom je obuhvaéeno 175 obdukovanih,
pokazano je da razliciti histoloski tipovi karcinoma pluc¢a pokazuju drugaciji obrazac metastaziranja, te
tako adenokarcinom plu¢a naj¢eS¢e hematogeno metastazira u jetru i nadbubreznu zlezdu, statisticki
znacajno ¢eSc¢e u odnosu na skvamozni karcinom, a potom u kosti. U ovoj studiji, svi obdukovani bili
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su stariji od 50 godina i muskaraca je bilo dva puta viSe u odnosu na Zene. Distribucija metastaza
karcinoma pluca je znacajna u dijagnostickom algoritmu i lecenju, kao i za bolju klini¢ku procenu kod

pacijenata sa nejasnom klinickom slikom i sumnjom na okultni primarni karcinom pluc¢a (Savi¢ i sar.,
2017).

1.3 Histoloski tipovi karcinoma pluca

Prema histoloSkim karakteristikama 1 bioloSkom ponaSanju, karcinomi pluc¢a se dele na nesitnocelijske
(vise od 85%) i sitnocelijske karcinome pluca. Najces¢i histopatoloski tip nesitnocelijskog karcinoma
pluca je adenokarcinom, a na drugom mestu je skvamozni karcinom (Travis, 2011).

Adenokarcinom je najcesce lokalizovan na periferiji pluca, Cest je kod puSaca, ali 1 kod nepusaca kao 1
kod Zena. Vreme dupliranja broja tumorskih ¢elija je 161 dan (Geddes, 1979). Prema Klasifikaciji
tumora pluca Svetske zdravstvene organizacije, adenokarcinom pluca deli se na: adenokarcinom in situ,
minimalno invazivni adenokarcinom, invazivni adenokarcinom koji moze biti mucinozni i
nemucinozni (Slika 1). Histoloski podtipovi odnose se na nacin rasta adenokarcinoma i to su: lepidi¢ni,
papilarni, acinarni (imaju bolju prognozu) i solidni i mikropapilarni (koji imaju losSiju prognozu).




Slika 1. Adenokarcinom pluca: a) primarni tumor, HEx100; b) metastaza adenokarcinoma pluca u
limfnom ¢voru, HEx200

Skvamozni karcinom pluca (Slika 2) je najcesce prisutan kod muskaraca, centralno je lokalizovan, i
usko je povezan sa konzumiranjem duvana. Vreme za koje se broj c¢elija udvostru¢i je 88 dana
(Geddes, 1979). Histoloski tipovi skvamoznog karcinoma plu¢a prema Klasifikaciji Svetske
zdravstvene organizacije su keratinizujuéi, nekeratinizujuci i bazaloidni. Ucestalost histopatoloske
dijagnoze skvamoznog karcinoma pluca je znafajno smanjena U razvijenim zemljama najvise zbog
javnozdravstvenih mera za smanjene upotrebe duvana u tim zemljama, kao i promenjenog sastava
cigareta (Ganti, 2021).



Slika 2. Skvamozni karcinom pluéa: a) primarni tumor, HEx100; b) metastaza skvamoznog karcinoma
plu¢a u limfnom ¢voru, HEx200



1.4 Terapija karcinoma pluca

Karcinom pluca se najceSc¢e dijagnostikuje u uznapredovalom stadijumu, te je svega 25% pacijenata
kandidat za hirursku intervenciju (van Zandwijk, 2001). Pored hirirgije, hemoterapija je metoda u
leCenju karcinoma pluca koja obi¢no ne uspeva da eliminiSe sve tumorske ¢elije, a naj¢esci uzrok je
rezistencija na lekove. Pojedini pacijenti mogu biti rezistentni na hemoterapijske lekove od pocetka
terapije, dok se kod drugih moze razviti rezistencija na lekove u toku samog leCenja. Razvoj metastaza

kao i rezistencija na terapiju su glavni razlozi za izostanak uspeha u le€enju karcinoma pluca (Xiao i
He, 2010).

Terapija karcinoma pluca zavisi od stadijuma. Stadijum tumora podrazumeva stepen lokalne i distalne
prosirenosti tumora, za $ta se najces¢e koristi TNM Klasifikacija (Tanoue, 2020). Ova klasifikacija
ocenjuje veli¢inu i stanje proSirenosti primarnog tumora, $to se oznacava kao T (Tabela 2), prisustvo
limfogenih metastaza, Sto se oznacava kao N (Tabela 3), i prisustvo hematogenih metastaza, Sto se
oznacava kao M (Tabela 4).

Tabela 2. TNM Klasifikacija karcinoma pluca: T stadijum (Modifikovano prema Tanoue, 2020)

T stadijum | Opis Oznaka
TX Primarni tumor se ne moze evaluirati ili je u TX
pitanju tumor Kkoji je dokazan usled prisustva
malignih ¢elija u sputumu ili bronhijalnim

ispiranjima
TO Nema dokaza o prisustvu tumora T0
Tis Carcinoma in situ Tis
Tl <3cm u najvecoj dimenziji, okruzen plu¢ima ili
visceralnom pleurom
Ili minimalno invazivni adenokarcinom Tla (mi)
Tla<2cm
T1b>2 i <3cm
T2 Tumor veli¢ine >3 cm ali <5 cm, T2a >3-4 cm
ili tumor koji infiltrise visceralnu pleuru ili T2b >4-5cm
glavni bronh
T3 >5cmi<7cm, T3

ili tumor koji infiltriSe grudni kos, perikard,
frenicni nerv

ili odvojeni tumorski nodulusi u istom lobusu
T4 >7cm, T4
ili tumor koji invadira medijastinalne strukture,
srce, velike krvne sudove, traheju, rekurentni
laringealni nerv, jednjak, ki¢meni prsljen,
odvojen tumorski nodus u razli¢itom lobusu u
odnosu na primarni tumor




Tabela 3. TNM Klasifikacija karcinoma pluca: N stadijum (Modifikovano prema Tanoue, 2020)

N stadijum Opis

NO Nema prisustva tumora u regionalnim
limfnim nodusima

N1 Zahvatanje ipsilateralnih intrapulmonalnih ili
hilarnih nodusa

N2 Zahvatanje ipsilateralnih medijastinalnih ili
subkarinealnih limfnih nodusa

N3 Zahvatanje kontralateralnih hilarnih ili
medijastinalnih limfnih nodusa ili
supraklavikularnih nodusa

NX N status se ne moze evaluirati

Tabela 4. TNM klasifikacija karcinoma pluc¢a: M stadijum (Modifikovano prema Tanoue, 2020)

M Opis
MO Bez distalnih metastaza
Mla Maligne pleuralne/perikardne efuzije ili

maligni pleuralni/perikardni nodulusi
Odvojen nodus u kontralateralnom plu¢nom

Krilu

M1b Pojedina¢na ekstratorakalna metastaza
(oligometastaza)

Milc Multiple ekstratorakalne metastaze >1 u

pojedinaénom organu

PetogodiSnje prezivljavanje pacijenata u stadijumu Ia je 70%, u stadijumu Ib 60%, dok pacijenti u
stadijumima Ila i IIb imaju prezivljavanje od 55% i 40% (Ginsberg i sar., 1983). Najcesce korisc¢eni
vidovi terapije za karcinom plu¢a su hirurS8ka resekcija, hemioterapija 1 radioterapija, a poslednjih
godina se sve vise u svetu koristi 1 imunoterapija. Terapijski pristup i tip hirurSke intervencije zavisi od
lokalne i distalne prosirenosti bolesti, kao i pacijentovog opsteg stanja da podnese proceduru. Najcesca
hiruska procedura je lobektomija, u kojoj se uklanja ceo lobus sa prisutnim tumorom. Moguca je 1
lokalna resekcija, kao Sto su ,,wedge* resekcije, ali ovaj vid terapije je povezan sa vecim rizikom od
recidiva bolesti, tako da se izvodi kod onih pacijenata koji ne mogu da podnesu ekstenzivnu hirusku
intervenciju. Ponekad je potrebno odstraniti i celo pluéno krilo ukoliko je bolest proSirena, Sto se
naziva pneumonektomija. Neki pacijenti nisu kandidati za hirur§ku intervenciju iako su u nizem
stadijumu zbog prisutnih komorbiditeta. Ovi pacijenti naj¢eS¢e dobijaju radioterapiju i izleCenje je
15%-20% (Feld i sar., 2000).



Sirenje tumora kroz alveolarne prostore (engl. spread through alveolar spaces-STAS) podrazumeva
invaziju karcinoma pluca (Slika 3). U mnogim studijama pokazano je da je prisustvo STAS-a povezano
sa losijim prezivljavanjem kao i da je STAS nezavisni prognosti¢ki faktor nesitnocelijskog karcinoma
pluéa. STAS je kriterijum iskljucivanja adenokarcinoma in situ kao i minimalno invazivnog
adenokarcinoma, te je bitan u dijagnostici i odredivanju stadijuma tumora. Ukoliko se STAS uo¢i na
klinastim ,,wedge* resekcijama ili segmentektomijama, to ukazuje na povecan rizik od rekurentnosti
tumora, te je potrebno uraditi naknadnu resekciju (Mino-Kenudson, 2020).




Slika 3. Prisustvo Sirenja tumora kroz alveolarne prostore (STAS), a) HEx100, b) HEx200

1.5 Porozne veze

Tokom 60-ih godina XX-og veka eksperimentima na animalnim modelima je uoceno da celije
komuniciraju putem elektri¢nih signala kada je opisana difuzija malih fluorescentnih molekula (manjih
od 1 kD) (Loewenstein i sar., 1965). Loewenstein i Kanno (Loewenstein i Kanno, 1967) su pokazali da
normalni hepatociti komuniciraju putem prenosa elektricnih signala, ali da to nije slu¢aj medu
tumorskim celijama jetre. Kasnijim studijama na celijama humanih tumora Stitaste Zlezde kao i na
kulturama celija, postavljena je hipoteza da u tumoru nema direktne komunikacije izmedu celija.
McNutt i Weinstein su metodom elektronske mikroskopije pokazali da ove veze medu ¢elijama koje se
javljaju u normalnom epitelu nedostaju u ¢elijama humanog skvamoznog karcinoma cerviksa (McNutt
i Weinstein, 1969). Navedene veze su nazvane poroznim vezama (engl. gap junctions).

Porozne veze su meducelijski spojevi koji omogucavaju direktnu komunikaciju susednih ¢elija. Vazne
su u tkivnoj homeostazi, ¢elijskom rastu i diferencijaciji. Omogucéavaju razmenu metabolita izmedu
susednih ¢elija, kao i izmedu ¢elija i njihove okoline.

Ove veze su gradene od proteina koneksina (Aasen i sar., 2019). Do sada je otkrivena 21 izoforma
humanih koneksina, i prikazane su u Tabeli 5. Naj¢esce ispitavana izoforma medu njima je koneksin 43
(Cx43) (Defamie i sar., 2014).



Tabela 5. Lista humanih izoformi koneksina (prema Soéhl i Willecke, 2004).

Oznaka | Gen Hromozom
koneksina | koji na kom je
ga lociran gen
kodira
hCx23 6
hCx25 6
hCx26 GJB2 13
hCx30.2 | GJE1 7
(hCx31.3)
hCx30 GJB6 13
hCx31.9 | GJAll 17
hCx30.3 | GJB4 1
hCx31 GJB3 1
hCx31.1 | GJB5 1
hCx32 GJB1 X
hCx36 GJA9 15
hCx37 GJA4 1
hCx40.1 10
hCx40 GJA5 1
hCx43 GJAL 6
hCx45 GJAT7 17
hCx46 GJA3 13
hCx47 | GJA12 1
hCx50 GJA8 1
hCx59 | GJA10 1
hCx62 6

Koneksini (Slika 4A) se udruzuju i prave heksamere sa centralnom porom, koji se nazivaju polukanali
(engl. hemichannels) ili koneksoni (Slika 4B). Dva polukanala na susednim celijama se spajaju i
formiraju poroznu vezu (Slika 4C), §to omogucava brzo prenosenje malih molekula (<1 kDa) (Aasen i
sar., 2019). Naime, porozne veze omogucavaju prenos jona, molekula kao §to su adenozin trifosfat i
drugi nukleotidi, aminokiseline, mali metaboliti (npr. glukoza), mikroRNA (ukljuc¢uju¢i mi-RNA 142,
mi-R 223, mi-R 34a, mi-R 124-3p), sekundarni glasnici (kao $to su CAMP, inozitol trifosfat, reaktivni
oksidativni molekuli, glutation), pa ¢ak i hemioterapijski lekovi, koji se prenose iz citoplazme jedne
¢elije u citoplazmu druge ¢elije (Aasen i sar., 2019). Ovaj proces prenosa molekula omogucen je putem
slobodne difuzije, a ne aktivnog transporta. Otvaranje i zatvaranje kanala poroznih veza uslovljeno je
faktorima kao sto su pH, fosforilacija koneksina, kao i unutarcelijska koncentracija jona kalcijuma.
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a b Cc Poroznaveza

Koneksin Polukanal
(konekson)
unutra
spolja Celijska
spolja membrana
spolja
Celijska
unutra unutra membrana
Heksamer
koneksina

Slika 4. Grada poroznih veza. A. Molekul koneksina kao integralni transmembranski protein. Uocavaju
se svi segmenti molekula koneksina ukljucujuéi jedan citoplazmatski N-terminus, dve ekstracelularne
petlje (EL1 i EL2), jednu citoplazmatsku petlju, Cetiri transmembranska domena, kao i citoplazmatski
C-terminus. B. Konekson ili polukanal nastaje udruzivanjem Sest molekula koneksina koji su
rasporedeni oko centralne pore. C. Porozna veza (engl. gap junction). Dva polukanala na susednim
¢elijama se spajaju i formiraju poroznu vezu, §to omogucava brzo prenosenje malih molekula izmedu
tako povezanih ¢elija. Izvor: Wu i Wang, 20109.

Pored uceS¢a u formiranju poroznih veza, koneksini formiraju polukanale koji omogucéavaju
komunikaciju sa ekstracelijskim matriksom, a omoguéavaju i interakcije proteina preko C-terminusa
aktivirajuci signalne puteve odgovorne za Celijski rast i proliferaciju (Mulkearns-Hubert i sar.,, 2020).
C-terminus koneksina utice i na rearanzman citoskeleta u ¢eliji i na njenu pokretljivost. Najznacajniji
primeri ovih funkcija izvedeni su na glijalnim i neuronalnim ¢elijama gde je pokazana veza izmedu
ekspresije koneksina i ¢elijske pokretljivosti i invazivnosti (Bates i sar., 2007; Cina i sar., 2009).

Porozne veze nedostaju u celijama koje se dele, $to je vazno da bi se izbegla transmisija metabolita
izmedu celija koje se dele i njihove okoline. Uloga koneksina u kancerogenezi pretpostavljena je jos
60-ih godina proslog veka na ¢elijama tumora jetre kod pacova, gde su Loewnstein i Kanno uocili
odsustvo poroznih veza, te je pretpostavljena tumor supresorska uloga poroznih veza (Loewenstein i
Kanno, 1967). Kasnije studije su pak pokazale kontradiktorne rezultate, tako da jo$ uvek nije u
potpunosti razjaSnjeno da li koneksin ima tumor supresorsku ili onkogenu ulogu. Imajuéi u vidu da su
meducelijske veze znaCajan deo kancerogeneze, vazno je ispititati ekspresiju koneksina 43 kako u
primarnim tumorima tako 1 u metastazama. Medutim, uloga koneksina 43 u kancerogenezi je jos uvek
nedovoljno rasvetljena i kontradiktorna. Zbog toga je vazno da se ispita ekspresija koneksina 43 u
razli¢itim primarnim i sekundarnim tumorima da bi se objasnila uloga ovog proteina u nastanku i
progresiji malignih tumora.
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1.6 Ekspresija koneksina u malignim tumorima

Pored normalne ekspresije u razli¢itim ¢elijama, narocito u kardiomiocitima, neuronima i osteocitima,
koneksin 43 se eksprimira i u tumorima (Wu i Wang, 2019). Postoji vise studija koje su se bavile
istrazivanjem ekspresije koneksina u malignim neoplazmama. Broj studija se uvecava sa razvojem
raznih peptida i antitela, i razmatra se uloga koneksina u tumorima kroz njihovu aktivnost u okviru
poroznih veza, polukanala, kao i signalnih puteva nezavisno od formiranja kanala. Medutim, znacaj
koneksina 43 u tumorima nije dovoljno jasan, i podaci iz literature koji se odnose na njegovu ulogu u
tumorskom rastu i metastatskom potencijalu su kontradiktorni (Wu i Wang, 2019; Kanczuga-Koda i
sar., 2006; Han i sar., 2011; Tittarelli i sar., 2015).

Pored toga, razliCite studije su registrovale razlicitu ¢elijsku lokalizaciju koneksina 43, ukljucujuéi
membransku, citoplazmatsku i kombinovanu (Kanczuga-Koda i sar., 2006; Han i sar., 2011). Vecina
dosada$njih istraZivanja se bavila ispitivanjem ekspresije koneksina 43 u melanomu i karcinomima
jednjaka, dojke i debelog creva (Kanczuga-Koda i sar., 2006; Han i sar., 2011; Tanaka i sar., 2016).
Ove studije su ukazale na povezanost ekspresije koneksina 43 sa progresijom i prognozom bolesti.
Medutim, literaturni podaci o ekspresiji koneksina 43 kod razli¢itih tipova nesitnocelijskih karcinoma
pluca, kao i podaci o njegovoj ulozi u karcinomima plu¢a su oskudni (Zhao i sar. 2013; Jinn i Inase,
2010). Nejasno je da li se ekspresija koneksina 43 u primarnom karcinomu pluca razlikuje izmedu
tumora i njegovih metastaza, kao i da li postoji heterogenost ekspresije koneksina 43 izmedu
invazivnog tumorskog fronta i centralnog dela tumora.

1.7 Epitelnomezenhimna tranzicija

Epitelnomezenhimna tranzicija je evolutivho o€uvan proces u kome Ccelije menjaju epitelni U
mezenhimni fenotip. Epitelnomezenhimna tranzicija je vazna u razvoju embriona, gastrulaciji, razvoju
srca i drguh organa (Thiery i sar., 2009). Nedavne studije pokazale su da je epitelnomezenhimna
tranzicija povezana sa reparacijom i regeneracijom tkiva, fibrozom ali i progresijom tumora.
Epitelnomezenhimna tranzicija je proces u kome epitelne éelije gube polaritet i dobijaju karakteristike
mezenhimnih ¢elija, §to im omogucava kretanje kroz vezivno tkivo i pojacava metastatski potencijal.

Osnovni markeri epitelnomezenhimne tranzicije su E-kadherin, B-katenin i vimentin. U procesu
epitelnemezenhimne tranzicije, epitelne celije gube meducelijsku adhezivnost i polaritet, smanjuju
ekspresiju epitelnih markera, kao Sto je E-kadherin, a pojacavaju ekspresiju mezenhimnog markera
kakav je vimentin. Gubitak E-kadherina smatra se vaznim korakom u procesu epitelnomezenhimne
tranzicije.

E-kadherin, glikoprotein zavisan od kalcijuma, je sastavni deo adherentnih veza na ¢elijskoj membrani
1 odgovaran je za adheziju medu ¢elijama kao i1 odrZavanje citoskeleta u ¢eliji. Smatra se da gubitak E-
kadherina doprinosi progresiji karcinoma uti¢u¢i na proliferaciju, invaziju i metastaze. Otkriveni su
brojni faktori kao transkripcioni represori E-kadherina tokom epitelnomezenhimne tranzicije. Neki od
represora E-kadherina su Snail, ZEB i bHLH familija faktora kao $to su Twist, KLF8 i FoxC2 (Xiao i
He, 2010). Ispitivanjem na celijskoj kulturi nesitnocelijskog karcinoma pluca je pokazano da ¢elije koje
su eksprimirale E-kadherin imaju i veéu senzitivnost za inhibiciju epidermalnog faktora rasta (EGFR).
Nasuprot tome, ¢elije koje su eksprimirale vimentin i/ili fibronektin nisu bile osetljive na inhibiciju
EGFR u in vitro i ksenograft modelima (Thomson i sar., 2005).

B-katenin je protein koji igra vaznu ulogu u ¢elijama u normalnim uslovima. Kodira ga CTNNBL1 gen i
vazan je deo proteinskog kompleksa kadherina. B-katenin je vazan za regulaciju ¢elijske adhezije ali i
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Kljucan transkripcioni faktor u Wnt signalnom putu. Navedeni signalni put je evolucijski visoko ocuvan
i ucestvuje u vaznim ¢elijskim procesima kao $to su proliferacija, diferencijacija, migracija, apoptoza i
drugo (Reuter i sar., 2017).

Vimentin je celijski protein koji ulazi u sastav intermedijernih filamenata, komponenti citoskeleta.
Pokazano je da su promene u ekspresiji intermedijernih filamenata cesto povezane sa progresijom
kancera, a posebno sa fenotipima koji dovode do povecane migracije celija 1 tkivne invazije
(Strouhalova i sar., 2020). Nakon rane ekspresije u mezenhimalnim ¢elijama tokom embrionalnog
razvoja, vimentin se normalno ne eksprimira u epitelnim tkivima. Medutim, nakon onkogene
transformacije epitelnih ¢elija, dolazi do povecane ekspresije vimentina i gubitka ekspresije keratina
(Kokkinos 1 sar., 2007). Da bi se omogucilo kretanje tumorskih ¢elija i Sirenje tumora, ¢elije prolaze
kroz proces epitelnomezenhimne tranzicije, tokom koga se deSava transformacija c¢elija u smislu
gubitka klasi¢nog epitelnog polariteta i1 slabljenje Celijskih veza. U tom smislu povecana ekspresija
vimentina ukazuje na akviziciju migratornog i invazivnog tumorskog fenotipa.

Dosadasnje studije su pokazale da je epitelnomezenhimna tranzicija povezana sa metastazama,
ste¢enom rezistencijom na lekove, kao i progresijom mnogih tumora. Studije na karcinomu dojke su
pokazale da tumorske Ccelije putem epitelnomezenhimne tranzicije mogu da se transformisu u
karcinomske stem ¢elije sa sposobno$¢u samoobnavljanja, regeneracije i diferencijacije (Morel i sar.,
2008). Mehanizmi epitelnomezenhimne tranzicije su opisani i kod karcinoma prostate i pankreasa
(Hugo i sar., 2007; Lee i sar., 2006), ali su kod karcinoma plu¢a manje izuavani. Diseminovane
tumorske ¢elije u udaljenim organima podlezu reverznom procesu mezenhimnoepitelne tranzicije koja
je neophodna za kolonozaciju udaljenog organa kao i formiranje makrometastaza.

Smatra se da koneksini ucestvuju 1 u celijskoj adheziji 1 migraciji, vaznim elementima 1 za
epitelnomezenhimnu tranziciju. S obzirom na ulogu epitelnomezenhimne tranzicije u procesu
metastaziranja, za bolje razumevanje uloge koneksina 43 u tom procesu, znaéajno je ispitati kako
markeri epitelnomezenhimne tranzicije koreliraju sa stepenom ekspresije koneksina 43 kod karcinoma
pluca. Ovakve studije na karcinomu pluca su retke, bazirane su na relativno malim grupama pacijenata
i ograni¢enom broju markera (Zhao i sar. 2013; Jinn i Inase, 2010), i postoji nedovoljno podataka o
tome da li i u kojoj meri koneksin 43 i markeri epitelnomezenhimne tranzicije razli¢ito koreliraju
izmedu tumora i njihovih metastaza. Nije ispitivano ni da li tumorski invazivni front karcinoma pluca,
koji je posebno znacajan za Sirenje tumora, pokazuje razliCitu ekspresiju koneksina 43 od ostatka
tumora, posebno u kontekstu korelacije sa markerima epitelnomezenhimne tranzicije.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA
Definisali smo sledece ciljeve:

1. Ispitati ekspresiju i razliku u ekspresiji koneksina 43 u razli¢itim histopatoloskim tipovima

nesitnocelijskog karcinoma pluca;

2. Ispitati ekspresiju koneksina 43 u invazivnom tumorskom frontu i centralnom delu tumora kod
primarnog nesitnocelijskog karcinoma pluca;

3. Utvrditi povezanost ekspresije koneksina 43 sa markerima epitelnomezenhimne tranzicije kod

nesitnocelijskog karcinoma pluca;
4. lIspitati razlike u ekspresiji koneksina 43 izmedu primarnog nesitnocelijskog karcinoma pluca i
njegovih limfogenih i hematogenih metastaza.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 Uzorak
U ovom istrazivanju koris¢ene su dve grupe uzoraka.

Jednu grupu su ¢inili parafinski kalupi tkivnih uzoraka hirurSkih resekcija pacijenata sa
nesitnocelijskim karcinomom pluca sa pripadaju¢im limfnim ¢vorovima operisanih u Klinicko-
bolnickom centru ,,Bezanijska kosa“ u Beogradu u periodu izmedu 2012. 1 2016. godine.
Kriterijumi za uklju¢ivanje u studiju su bili: u¢injena hirurska resekcija tumora, histopatoloska
dijagnoza adenokarcinoma ili skvamoznog karcinoma pluca, kao i dostupnost parafinskih
kalupa. Kriterijumi za iskljuc¢ivanje iz studije bili su prisustvo metastaza u plu¢ima, kao i drugi
histoloski tipovi karcinoma pluéa, ukljucuju¢i i meSovite tipove. Pregledana je dokumentacija
Sluzbe za patologiju Klini¢ko-bolni¢kog centra ,,Bezanijska kosa®, sakupljeni su njihovi
parafinski kalupi iz arhive Sluzbe za patologiju. Belezeni su dostupni podaci o pacijentu i
tumoru, a posebno o prisustvu limfogenih metastaza karcinoma pluca.

Ukupan broj pacijenata €iji su isecci koriS¢eni u ovoj tezi je bio 88 (45 muskih i1 43 Zenskih).
Opseg starosti ovih pacijenata je bio od 43 do 79 godina (61,9+7,4 godina). Adenokarcinom je
bio prisutan kod 52 pacijenta, dok je skvamozni karcinom bio prisutan kod 36 pacijenata. Nije
bilo statisti¢ki znacajne razlike u starosti izmedu ove dve grupe pacijenata (t test: p=0,8).

Drugu grupu su ¢inili parafinski kalupi tkivnih uzoraka primarnog nesitnocelijskog karcinoma
pluca kao i prisutnih limfogenih i hematogenih metastaza dobijenih sa obdukcija. Pregledani su
obdukcioni protokoli izvrSenih obdukcija na Institutu za patologiju Medicinskog fakulteta u
Beogradu u periodu izmedu 2016. i 2020. godine. Kriterijumi za ukljuc¢ivanje u studiju su bili:
primarni karcinom pluca, histopatoloska dijagnoza adenokarcinoma ili skvamoznog karcinoma
pluca, i dostupnost parafinskih kalupa. Kriterijumi za isklju¢ivanje iz studije bili su prisustvo
metastaza u plu¢ima, kao i drugi histoloski tipovi karcinoma pluc¢a, ukljucujuéi 1 meSovite
tipove. BeleZeno je prisustvo metastatskih depozita u limfnim ¢vorovima i organima.

Ukupan broj individua ¢iji su iseéci koriS¢eni u ovoj tezi je bio 29 (18 muskih i 11 Zenskih).
Opseg starosti ovih pacijenata je bio od 49 do 86 godina (68,8+10,1 godina). Adenokarcinom je
bio prisutan kod 19 pacijenta, dok je skvamozni karcinom bio prisutan kod 10 pacijenata.

Ovo istrazivanje je sprovedeno uz saglasnost Eticke komisije Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu (broj 1322/11-3).

3.2 Priprema uzoraka
U okviru pripreme za imunohistohemijsku analizu, parafinski kalupi hirurSkih resekcija i obdukcionog
materijala karcinoma pluca i prisutnih metastaza tretirani su na dva nacina.

Prvo,

kalupi su seceni na mikrotomu na ise¢ke debljine 4 mikrona i lepljeni na plocice, za pripremu

preseka celih kalupa (eng. whole slide). Ovi isecci su kori$éeni za bojenje hematoksilinom i eozinom,

kao

i bojeni imunohistohemijskom metodom antitelom na koneksin-43 (videti odeljak o

imunohistohemiji). Semikvantitativnom metodom analizirali smo distribuciju ekspresije koneksina 43,
intenzitet ekspresije, kao i lokalizaciju.
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Nakon toga, koristili smo specijalizovanu iglu unutrasnjeg dijametra 3 mm (Miltex) za uzimanje
cilindri¢nih uzoraka iz parafinskih kalupa (,.kalupi donora®) za pravljenje tkivnog mikroniza. Naime,
pod optickim mikroskopom Olympus BX41, na iseccima celih kalupa obojenim hematoksilinom i
cozinom, obelezena su polja invazivnog tumorskog fronta kao i polja centralnog dela tumora, i
metastatskih depozita u limfnim nodusima, iz kojih su zatim uzeti tkivni cilindri. Prethodno su
pripremljeni recipijentni parafinski kalupi koji su sluzili za prijem cilindara tkiva dobijenih sa
parafinskih kalupa donora. Na taj nacin, formiran je tkivni mikroniz, u skladu sa preporukama
prethodnih studija (Fonseca i sar., 2014). Recipijentni kalupi tkivnog mikroniza su sefeni na
mikrotomu na ise¢ke debljine 4 mikrona i lepljeni na plo€ice za bojenje hematoksilinom i eozinom, kao
i za imunohistohemiju.

3.3 Imunohistohemijsko bojenje

Nakon deparafinizacije, dehidratacije, demaskiranja antigena, kao i blokade endogene peroksidaze i
nespecifi¢nog vezivanja, celi preseci a kasnije i tkivni mikronizovi su tretirani primarnim antitelom na
koneksin 43 (Sigma Aldrich) u 1% bovinom serumskom albuminu (eng. bovine serum albumine, BSA)
u fosfatom puferisanom fizioloskom rastvoru (eng. phosphate-buffered saline, PBS), kao i antitelima na
markere epitelnomezenhimne tranzicije, kao §to su E-kadherin (Santa Cruz), B-katenin (DAKO) i
vimentin (Novocastra). Za negativne kontrole, umesto primarnog antitela, korisé¢en je samo 1% BSA u
PBS. Nakon ispiranja u PBS-u, iseCci Su tretirani odgovaraju¢im sekundarnim antitelima. Nakon
bojenja sa DAB (DAKO), radi bolje vizualizacije tkivne arhitekture i Celija, isecci su potopljeni u
rastvor hematoksilina, u skladu sa standardnom imunohistohemijskom procedurom (Kanczuga-Koda i
sar., 2006).

Evaluacija ekspresije detektovanih proteina je obavljena primenom semikvantitativne metode kako na
celim presecima tako i na tkivnim mikronizovima.

e Evaluacija ekspresije koneksina 43 u tumorima je vrSena na 10 polja uveli¢anja 200x kada
su u pitanju celi preseci, odnosno na kompletnom cilindru kada su u pitanju tkivni
mikronizovi. Evaluacija je obuhvatila analizu procenta tumorskih ¢elija koje eksprimiraju
koneksin 43 (distribucija ekspresije) i analizu intenziteta bojenja kod pozitivnih tumorskih
¢elija (intenzitet ekspresije). Konkretno, distribucija ekspresije koneksina 43 u tumorima je
klasifikovana na slede¢i nacin, prema preporukama iz literature (Kanczuga-Koda i sar.,
2006): 0, odsustvo ekspresije (procenat pozitivnih tumorskih celija <10%); umerena
ekspresija (procenat pozitivnih tumorskih ¢elija >10% i <50%); i izrazena ekspresija
(procenat pozitivnih tumorskih c¢elija >50%). Intenzitet ekspresije koneksina 43 je
klasifikovan u sledeée cCetiri kategorije: 0 (odsustvo ekspresije); 1 (nizak intenzitet
ekspresije); 2 (umeren intenzitet ekspresije); i 3 (visok intenzitet ekspresije). Belezena je i
Celijska lokalizacija ekspresije koneksina 43 kao membranska, citoplazmatska,
kombinovana membranskocitoplazmatska, nuklearna i kombinovana
nuklearnocitoplazmatska. Pored toga, belezeno je i prisustvo Sirenja tumora kroz alveolarne
prostore (engl. spread through air spaces, STAS), kao i ekspresija koneksina 43 u STAS-u
na celim presecima i u stromalnim ¢elijama.

e Evaluacija ekspresije E-kadherina u tumorima je vrSena na povrsini celog cilindra tkivnog
mikroniza, i obuhvatila je analizu procenta tumorskih celija koje eksprimiraju dati protein
(distribucija ekspresije). Konkretno, distribucija ekspresije E-kadherina u tumorima je
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klasifikovana kao 0 (odsustvo ekspresije, tj. procenat pozitivnih tumorskih ¢éelija <10%) i 1
(prisutna ekspresija, tj. procenat pozitivnih tumorskih ¢elija >10%).

e Evaluacija ekspresije f-katenina u tumorima je vrSena na povrsini celog cilindra tkivnog
mikroniza, i obuhvatila je analizu procenta tumorskih ¢elija koje eksprimiraju dati protein
(distribucija ekspresije). Distribucija ekspresije B-katenina u tumorima je klasifikovana kao
0 (odsustvo ekspresije, tj. procenat pozitivnih tumorskih éelija <10%) i 1 (prisutna
ekspresija, tj. procenat pozitivnih tumorskih ¢elija >10%).

e Evaluacija ekspresije vimentina u tumorima je vrSena nha povrSini celog cilindra tkivnog
mikroniza, i obuhvatila je analizu procenta tumorskih ¢elija koje eksprimiraju dati protein
(distribucija ekspresije). Distribucija ekspresije vimentina u tumorima je klasifikovana kao
0 (odsustvo ekspresije, tj. procenat pozitivnih tumorskih c¢elija <10%) i 1 (prisutna
ekspresija, tj. procenat pozitivnih tumorskih ¢elija >10%).

3.4 Statisticka analiza

Statisticka analiza je obavljena u statistickom paketu SPSS, verzija 15. Za opisivanje karakteristika
operisanih i obdukovanih osoba, kao i njihovih tumora, koris¢ene su deskriptivne statisticke metode, u
skladu sa tipom varijable (frekvencije i procenti za kategorijalne varijable; aritmeticka sredina i
standardna devijacija za kvantitative varijable).

Kolmogorov-Smirnov test je koris¢en za procenu normalnosti raspodele. Za ispitivanje razlike u
starosti izmedu pacijenata sa razli¢itim patohistoloskim tipovima koriS¢en je Studentov t-test. Za
ispitivanje razlike u ekspresiji detektovanih imunohistohemijskih markera izmedu razli¢itih
patohistoloskih tipova karcinoma pluc¢a i metastaza koriS¢en je hi kvadrat test ili FiSerov test tacne
verovatno¢e ukoliko nisu ispunjeni uslovi za primenu hi kvadrat testa. Za poredenje ekspresije
detektovanih imunohistohemijskih markera izmedu invazivnog fronta i centralnog dela tumora, kao i
izmedu primarnih i metastatskih tumora, koristili smo test marginalne homogenosti. Za ispitivanje
odnosa ekspresije koneksina 43 i ekspresije markera epitelnomezenhimne tranzicije, koriS¢en je test
marginalne homogenosti. Nivo statistiCke zna¢ajnosti je bio postavljen na 0,05.
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4. REZULTATI

4.1 Analiza celih preseka

4.1.1 Ekspresija koneksina 43 u primarnom tumoru

Imunohistohemijska analiza celih iseCaka tkivnih uzoraka je pokazala da je skvamozni karcinom
pokazao statisticki znacajno vecu distribuciju ekspresije koneksina 43 u odnosu na adenokarcinom
(p<0,001). Naime, skoro 70% uzoraka sa skvamoznim karcinomom je pokazalo visok stepen ekspresije
koneksina 43, dok je adenokarcinom pokazao nedostatak ekspresije koneksina 43 u vise od 50%
slucajeva (Slika 5).

100 C negativna
80 € umerena
m izraZena
60
40
- h
A 0
Adenokarcinom Skvamozni
karcinom
100 C negativna
B umerena
80 : v
B izraZena
60
40

%

1
B 0 -

Skvamozni

Adenokarcinom
karcinom
Slika 5. Distribucija ekspresije koneksina 43 u primarnom karcinomu pluca (A) i metastazi karcinoma
pluc¢a u limfnom ¢voru (B). Negativna ekspresija <10% tumorskih ¢elija, umerena ekspresija, 10%—
50% pozitivnih tumorskih ¢elija, izraZzena ekspresija >50% tumorskih ¢elija.

Sliéno tome, intenzitet ekspresije koneksina 43 je bio statisticki znacajno veéi u skvamoznom
karcinomu u odnosu na adenokarcinom (p<0,001). Vise od 90% uzoraka sa skvamoznim karcinomom
je pokazalo visok intenzitet ekspresije koneksina 43 (intenzitet 2 i 3), dok je svega 30% uzoraka sa
adenokarcinomom imalo visok intenzitet ekspresije koneksina 43 (intenzitet 2 i 3) (Slike 61 7).
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Slika 6. Intenzitet ekspresije koneksina 43 u primarnom karcinomu pluca (A) i metastazi karcinoma
plu¢a u limfnom ¢voru (B).
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Slika 7. Imunohistohemijsko bojenje na koneksin 43. (A) odsustvo ekspresije koneksina 43; (B) nizak
nivo ekspresije koneksina 43 u adenokarcinomu; (C) visok nivo ekspresije koneksina 43 u
skvamoznom karcinomu. Uveli¢anje, x400.

Lokalizacija ekspresije koneksina 43 je najceSce bila citoplazmatska i kombinovana (membranska i
citoplazmatska), dok je vrlo retko bila prisutna nuklearna ekspresija ili kombinacija nuklearne i
citoplazmatske ekspresije. Poredenjem histoloskih tipova karcinoma pluca, uocena je znacajna razlika
izmedu adenokarcinoma i skvamoznog karcinoma (p<0,001). Naime, u adenokarcinomima, ekspresija
koneksina 43 je najéeS¢e bila u citoplazmi (83.3% slucajeva), dok su kombinacija nuklearne i
citoplazmatske ekspresije, nuklearna ekspresija, i kombinacija citoplazmatske i membranske ekspresije
bile retke. Za razliku od adenokarcinoma, skvamozni karcinom nije pokazao nuklearnu ekspresiju
koneksina 43, ve¢ je ekspresija bila citoplazmatska ili kombinovano membranskocitoplazmatska (Slika
8).
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Slika 8. Lokalizacija ekspresije koneksina 43 u primarnom karcinomu pluca (A) i metastazi karcinoma
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Medu ispitivanih 88 uzoraka, prisustvo STAS-a je bilo moguce analizirati u 68 uzoraka. Konkretno,
STAS je pronaden kod 11 od 25 uzoraka skvamoznog karcinoma, i kod 18 od 43 uzoraka
adenokarcinoma (p=0,341). Samo prisustvo STAS-a se nije znacajno razlikovalo izmedu tumora koji
su dali limfogene metastaze i onih koji nisu (p=1 kod adenokarcinoma; p=0,697 kod skvamoznih
karcinoma). Medutim, u skvamoznom karcinomu, pozitivnost na koneksin 43 u STAS-u je imala
tendenciju da bude veca kod tumora koji su dali limfogene metastaze u odnosu na one koji nisu
(p=0,055). Za razliku od toga, kod adenokaricnoma, nije bilo znacajne razlike u pozitvnosti na
koneksin 43 u STAS-u izmedu tumora koji su dali limfogene metastaze i onih koji nisu (p=0,668)

(Slika 9).
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Slika 9. Ekspresija koneksina-43 u STAS-u: a) odsustvo ekspresije, X200, b) prisutna ekspresija, x400.
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4.1.2 Ekspresija koneksina 43 u metastazama u limfnom ¢voru

U grupi pacijenata kod kojih se tumor prosirio na regionalne limfne ¢vorove (n=38), bili su dostupni
parafinski kalupi kako primarnog tumora tako i metastaze u limfnom ¢voru. U limfnim ¢vorovima ovih
pacijenata, skvamozni karcinom je pokazao statisticki znacajno vecu distribuciju koneksina 43 nego
adenekarcinom (p=0,002). Naime, visok nivo ekspresije je pronaden kod 76,9% slucajeva sa
skvamoznim karcinomom i samo 20% slucajeva sa adenokarcinomom (Slika 5).

Sli¢no tome, skvamozni karcinom je pokazao veci intenzitet ekspresije koneksina 43 u odnosu na
adenokarcinom. Naime, vise od 90% slucajeva sa skvamoznim karcinomom je pokazalo intenzitet
ekspresije 2 i 3 (Slika 6), dok je 64% slucajeva sa adenokarcinomom imalo intenzitet ekspresije 0 i 1
(p=0,004) (Slika 6).

Lokalizacija ekspresije koneksina 43 je najcesce bila citoplazmatska i kombinovana (membranska i
citoplazmatska), sa samo jednim slu¢ajem nuklearne ekspresije. Pronadena je razlika u lokalizaciji
ekspresije koneksina 43 izmedu adenokarcinoma i skvamoznog karcinoma, ali statsiticka znacajnost
nije postignuta (p=0,069). Naime, vise od 80% slucajeva adenokarcinoma je eksprimiralo koneksin 43
samo u citoplazmi, dok je kod skvamoznog karcinoma postojala sli¢na ucestalost Ciste citoplazmatske i
kombinovane citoplazmatskomembranske ekspresije koneskina-43 (Slika 8).

4.1.3 Razlike u ekspresiji koneksina 43 izmedu primarnog tumora i limfogene metastaze
Poredenje ekspresije koneksina 43 izmedu primarnog tumora i limfogenih metastaza je pokazalo da u
vecini slucajeva sa adenokaricnomom (17/25) nije bilo promene u distribuciji ekspresije koneksina 43.
Smanjenje ekspresije (ili gubitak ekspresije) je pronadeno kod 20%, dok je poveéanje ekspresije (ili
pojava ekspresije) nadeno kod 12% slucajeva. Za razliku od adenokarcinoma, kod skvamoznog
karcinoma nije zabelezen gubitak ili smanjenje ekspresije koneksina 43 u limfogenim metastazama,
dok je u jednom slu¢aju uoceno povecanje ekspresije koneksina 43.

Sto se ti¢e intenziteta ekspresije koneksina 43, skvamozni karcinom je u skoro svim sluéajevima imao
sli¢an intenzitet ekspresije (intenzitet 2 1 3) izmedu primarnog tumora 1 metastaza. Za razliku od toga,
adenokarcinom je pokazao smanjenje intenziteta u 6 od 25 slucajeva i povecanje intenziteta u 3 od 25
slu¢ajeva u limfogenoj metastazi u odnosu na primarni tumor.

4.2 Analiza tkivnog mikroniza

4.2.1 Ekspresija koneksina 43 u invazivnom frontu i centralnom delu primarnog tumora i
metastazi u limfnom ¢évoru

Na tkivnim mikronizovima je ispitivana ekspresija koneksina 43 u invazivnom frontu i centralnom delu
primarnog tumora, kao i u limfogenoj metastazi ukoliko je bila prisutna.

4.2.1.1 Distribucija ekspresije koneksina 43

Kod adenokarcinoma, distribucija ekspresije koneksina 43 (Slika 10; Tabele 6-8) se nije statisticki
znacajno razlikovala izmedu invazivnog fronta i centralnog dela tumora (p=0,439), izmedu invazivnog
fronta 1 metastaze u limfnom ¢voru (p=0,109), kao ni izmedu centralnog dela tumora i metastaze U
limfnom ¢voru (p=0,593).
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Slika 10. Ekspresija koneksina 43 u adenokarcinomu pluca: a) centralni deo tumora, b) invazivni front,
¢) limfogena metastaza, x200

Tabela 6. Distribucija ekspresije koneksina 43 u centralnom delu adenokarcinoma

Distribucija

ekspresije

koneksina 43 Ucestalost | Procenat
0 33 64,7
1 12 23,5
2 6 11,8
Ukupno 51 100
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Tabela 7. Distribucija ekspresije koneksina 43 u invazivnom frontu adenokarcinoma

Distribucija

ekspresije

koneksina 43 Ucestalost | Procenat
0 30 60
1 13 26
2 7 14
Ukupno 50 100

Tabela 8. Distribucija ekspresije koneksina 43 u limfogenoj metastazi adenokarcinoma

Distribucija

ekspresije

koneksina 43 Ucestalost | Procenat
0 16 76,2
1 3 14,3
2 2 9,5
Ukupno 21 100

Kod skvamoznog karcinoma, distribucija ekspresije koneksina 43 (Slika 11; Tabele 9-11) se nije
statisticki znaCajno razlikovala izmedu invazivnog fronta i centralnog dela tumora (p=0,366), izmedu

invazivnog fronta i metastaze u limfnom ¢&voru (p=1), kao ni izmedu centralnog dela tumora i
metastaze u limfnom ¢voru (p=0,317).
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Slika 11. Ekspresija koneksina 43 u skvamoznom karcinomu pluca: a) centralni deo, b) invazivni front,
¢) limfogena metastaza, x200

Tabela 9. Distribucija ekspresije koneksina 43 u centralnom delu skvamoznog karcinoma

Distribucija

ekspresije

koneksina 43 Ucestalost | Procenat
0 4 12,9
1 6 19,4
2 21 67,7
Ukupno 31 100
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Tabela 10. Distribucija ekspresije koneksina 43 u invazivnhom frontu skvamoznog karcinoma

Distribucija

ekspresije

koneksina 43 Ucestalost | Procenat
0 5 16,1
1 7 22,6
2 19 61,3
Ukupno 31 100

Tabela 11. Distribucija ekspresije koneksina 43 u limfogenoj metastazi skvamoznog karcinoma

Distribucija

ekspresije

koneksina 43 Ucestalost Procenat
0 2 15,4
1 4 30,8
2 7 53,8
Ukupno 13 100

4.2.1.2 Intenzitet ekspresije koneksina 43

Tabele 12-14 prikazuju intenzitet ekspresije koneksina kod adenokarcinoma. Intenzitet ekspresije
koneksina 43 se nije statisti¢ki znacajno razlikovala izmedu invazivnog fronta i centralnog dela tumora
(p=0,732), izmedu invazivnog fronta 1 metastaze u limfnom ¢voru (p=0,223), kao ni izmedu centralnog
dela tumora i metastaze u limfnom ¢voru (p=0,493).

Tabela 12. Intenzitet ekspresije koneksina 43 u centralnom delu adenokarcinoma

Intenzitet ekspresije

koneksina 43 u

primarnom tumoru Ucestalost | Procenat
0 32 62,7
1 7 13,7
2 5 9,8
3 7 13,7
Ukupno 55 100
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Tabela 13. Intenzitet ekspresije koneksina 43 u invazivhom frontu adenokarcinoma

Intenzitet ekspresije

koneksina 43 u

primarnom tumoru Ucestalost Procenat
0 28 56
1 9 18
2 8 16
3 5 10
Ukupno 50 100

Tabela 14. Intenzitet ekspresije koneksina 43 u limfogenoj metastazi adenokarcinoma

Intenzitet ekspresije

koneksina 43 Ucestalost Procenat
0 16 76,2
1 1 4,8
2 2 9,5
3 2 9,5
Ukupno 21 100

Kod skvamoznog karcinoma, intenzitet ekspresije koneksina 43 (Tabele 15-17) se nije statisticki
znacajno razlikovala izmedu invazivnog fronta i centralnog dela tumora (p=0,297), izmedu invazivnog
fronta 1 metastaze u limfnom ¢voru (p=0,835), kao ni izmedu centralnog dela tumora 1 metastaze u
limfnom ¢évoru (p=0,491).

Tabela 15. Intenzitet ekspresije koneksina 43 u centralnom delu skvamoznog karcinoma

Intenzitet ekspresije

koneksina 43 Ucestalost Procenat
0 4 12,9
1 1 3,2
2 6 19,4
3 20 64,5
Ukupno 31 100,0
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Tabela 16. Intenzitet ekspresije koneksina 43 u invazivhom frontu skvamoznog karcinoma

Intenzitet ekspresije

koneksina 43 Ucestalost Procenat
0 5 16,1
1 3 9,7
2 4 12,9
3 19 61,3
Ukupno 31 100,0

Tabela 17. Intenzitet ekspresije koneksina 43 u limfogenim metastazama skvamoznog karcinoma

Intenzitet ekspresije

koneksina 43 Ucestalost Procenat
0 2 15,4
1 1 1,7
2 3 23,1
3 7 53,8
Ukupno 13 100,0

4.2.1.3 Lokalizacija ekspresije koneksina

Kod adenokarcinoma, lokalizacija ekspresije koneksina 43 (Tabele 18-20) se nije statisti¢ki znacajno
razlikovala izmedu invazivnog fronta i centralnog dela tumora (p=1), izmedu invazivnog fronta i
metastaze u limfnom ¢voru (p=0,317), kao ni izmedu centralnog dela tumora 1 metastaze u limfnom
¢voru (p=1).

Tabela 18. Lokalizacija ekspresije koneksina 43 u centralnom delu tumora kod adenokarcinoma

Lokalizacija

ekspresije koneksina

43 Ucestalost Procenat
C 9 47,4
N 2 10,5
K 8 42,1
Total 19 100,0

C-citoplazmatska lokalizacija, N-nuklearna lokalizacija, K-kombinovana lokalizacija proteina
koneksina 43 (membransko-citoplazmatska i nuklearno-citoplazmatska)
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Tabela 19. Lokalizacija ekspresije koneksina 43 u invazivnom frontu tumora kod
adenokarcinoma

Lokalizacija

ekspresije koneksina

43 Ucestalost Procenat

Valid C 11 50,0
M 1 4,5
N 2 9,1
K 8 36,4
Ukupno 22 100,0

C-citoplazmatska lokalizacija, M-membranska lokalizacija, N-nuklearna lokalizacija, K-kombinovana
lokalizacija proteina koneksina 43 (membransko-citoplazmatska i nuklearno-citoplazmatska)

Tabela 20. Lokalizacija ekspresije koneksina 43 u limfogenim metastazama adenokarcinoma

Lokalizacija
ekspresije koneksina
43 Ucestalost Procenat
C 2 40
K 3 60
Ukupno 5 100

C-citoplazmatska lokalizacija, K-kombinovana lokalizacija proteina koneksina 43 (membransko-
citoplazmatska i nuklearno-citoplazmatska)

Kod skvamoznog karcinoma, lokalizacija ekspresije koneksina 43 (Tabele 21-23) se nije statisti¢ki
znacajno razlikovala izmedu invazivnog fronta i centralnog dela tumora (p=0,083), izmedu invazivnog
fronta i metastaze u limfnom ¢voru (p=0,411), kao ni izmedu centralnog dela tumora i metastaze u
limfnom ¢&voru (p=0,206).
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Tabela 21. Lokalizacija ekspresije koneksina 43 u centralnom delu tumora kod skvamoznog
karcinoma

Lokalizacija

ekspresije koneksina

43 Ucestalost Procenat
C 4 14,8
M 1 3,7
K 22 81,5
Ukupno 27 100,0

C-citoplazmatska lokalizacija, M-membranska lokalizacija, K-kombinovana lokalizacija proteina
koneksina 43 (membransko-citoplazmatska)

Tabela 22. Lokalizacija ekspresije koneksina 43 u invazivnom frontu skvamoznog karcinoma

Lokalizacija

ekspresije koneksina

43 Ucestalost Procenat
C 5 19,2
M 1 3,8
K 20 76,9
Ukupno 26 100,0

C-citoplazmatska lokalizacija, M-membranska lokalizacija, K-kombinovana lokalizacija proteina
koneksina 43 (membransko-citoplazmatska)

Tabela 23. Lokalizacija ekspresije koneksina 43 u limfogenoj metastazi skvamoznog karcinoma

Lokalizacija

ekspresije koneksina

43 Ucestalost Procenat
C 3 27,3
M 1 91
K 7 63,6
Ukupno 11 100,0

C-citoplazmatska lokalizacija, M-membranska lokalizacija, K-kombinovana lokalizacija proteina
koneksina 43 (membransko-citoplazmatska)
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4.2.1.4 Ekspresija koneksina 43 u stromalnim celijama

Analizirali smo i ekspresiju koneksina 43 u stromalnim ¢elijama (Slika 12). Kod adenokarcinoma,
ekspresija koneksina 43 u stromalnim ¢elijama (Tabele 24-25) je bila statisticki znacajno veéa u
centralnom delu tumora u odnosu na invazivni front (p=0,008).

Slika 12. Ekspresija koneksina-43 u stromalnim ¢elijama, x200

Tabela 24. Ekspresija koneksina 43 u stromalnim ¢elijama u centralnom delu adenokarcinoma

Ekspresija koneksina
43 u stromalnim

¢elijama Ucestalost Procenat
0 23 45,1
1 28 54,9
Ukupno 51 100,0
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Tabela 25. Ekspresija koneksina 43 u stromalnim ¢elijama u invazivhom frontu adenokarcinoma

Ekspresija koneksina
43 u stromalnim

¢elijama Ucestalost Procenat
0 30 60,0
1 20 40,0
Ukupno 50 100,0

Nasuprot tome, kod skvamoznog karcinoma, ekspresija koneksina 43 u stromalnim ¢elijama (Tabele
26-27) se nije statisticki znacajno razlikovala izmedu invazivnog fronta i centralnog dela tumora (p=1).

Tabela 26. Ekspresija koneksina 43 u stromalnim ¢elijama u centralnom delu skvamoznog
karcinoma

Ekspresija koneksina
43 u stromalnim

¢elijama Ucestalost Procenat
0 21 67,7
1 10 32,3
Ukupno 31 100,0

Tabela 27. Ekspresija koneksina 43 u stromalnim ¢elijama u invazivnom frontu skvamoznog
karcinoma

Ekspresija
koneksina 43 u

stromalnim celijama Ucestalost Procenat
0 21 67,7
1 10 32,3
Ukupno 31 100,0

4.2.1.5 Poredenje ekspresije koneksina izmedu adenokarcinoma i skvamoznog karcinoma

Poredenjem ekspresije koneksina 43 izmedu adenokarcinoma i skvamoznog karcinoma, dobili smo

slede¢e rezultate. U centralnom delu tumora, distribucija ekspresije koneksina je bila statisticki

znacajno veca u skvamoznom karcinomu nego u adenokarcinomu (p<0,001). Naime, cak 64,7%

adenokarcinoma nije eksprimiralo koneksin 43, dok samo 12,9% skvamoznih karcinoma nije
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eksprimiralo koneksin (Tabele 6 i 9). Takode, u invazivnom frontu tumora, distribucija ekspresije
koneksina je bila statisticki znacajno veca u skvamoznom karcinomu nego u adenokarcinomu
(p<0,001). Naime, ¢ak 60% adenokarcinoma nije eksprimiralo koneksin 43, dok samo 16,1%
skvamoznih karcinoma nije eksprimiralo koneksin (Tabele 7 i 10). U metastazi u limfnom ¢voru je
takode bila statisticki znacajno veca ekspresija u skvamoznom karcinomu nego u adenokarcinomu
(p=0,002). Naime, cak 76,2% adenokarcinoma nije eksprimiralo koneksin 43, dok samo 15,4%
skvamoznih karcinoma nije eksprimiralo koneksin (Tabele 8 i 11).

U centralnom delu tumora, intenzitet ekspresije koneksina 43 je bio statisticki zna¢ajno veci U
skvamoznom karcinomu nego u adenokarcinomu (p<0,001). Naime, najvisi intenzitet ekspresije je
imalo ¢ak 64,5% skvamoznih karcinoma i samo 13,7% adenokarcinoma (Tabele 12 i 15). Takode, u
invazivnom frontu tumora, intenzitet ekspresije koneksina je bio statisticki znacajno veéi u
skvamoznom karcinomu nego u adenokarcinomu (p<0,001). Naime, najvisi intenzitet ekspresije je
imalo ¢ak 61,3% skvamoznih karcinoma i samo 10% adenokarcinoma (Tabele 13 i 16). U metastazi u
limfnom ¢&voru je takode bio statisti¢ki znacajno veci intenzitet ekspresije u skvamoznom karcinomu
nego u adenokarcinomu (p=0,002). Naime, najvisi intenzitet ekspresije je imalo ¢ak 53,8% skvamoznih
karcinoma i samo 9,5% adenokarcinoma (Tabele 14 i 17).

U centralnom delu tumora, lokalizacija ekspresije koneksina je bio statisti¢ki znacajno drugacija u
skvamoznom karcinomu nego u adenokarcinomu (p=0,008). Naime, lokalizacija ekspresije koneksina
kod skvamoznih karcinoma je najcesce bila kombinovana, dok je kod adenokarcinoma podjednako bila
Cisto citoplazmatska i kombinovana (Tabele 18 i 21). Takode, u invazivnom frontu tumora, lokalizacija
ekspresije koneksina je bila statisticki znacajno drugacija u skvamoznom karcinomu nego u
adenokarcinomu (p=0,013). Naime, lokalizacija ekspresije koneksina kod skvamoznih karcinoma je
najceS¢e bila kombinovana, dok je kod adenokarcinoma podjednako bila cCisto citoplazmatska i
kombinovana (Tabele 19 i 22). U metastazi u limfnom ¢voru, lokalizacija ekspresije koneksina nije bila
statisticki znacajno drugacija u skvamoznom karcinomu u odnosu na adenokarcinom (p=1) (Tabele 20 i
23).

Sto se ti¢e ekspresije koneksina u stromalnim ¢elijama u centralnom delu tumora, adenokarcinom je
¢eS¢e imao pozitivne stromalne ¢elije nego skvamozni karcinom (p=0,046), dok u invazivhom frontu
nije bilo znac¢ajne razlike izmedu histoloskih tipova (p=0,483) (Tabele 24-27).

4.3 Korelacija ekspresije koneksina 43 sa markerima epitelnomezenhimne tranzicije

4.3.1 Korelacija ekspresije koneksina i E-kadherina

Slika 13 pokazuje ekspresiju E-kadherina u adenokarcinomu. U centralnom delu tumora, postojala je
statisticki znacajna razlika u ekspresiji E-kadherina u zavisnosti od ekspresije koneksina kod
adenokarcinoma (p=0,014) (Tabela 28). Slika 14 pokazuje ekspresiju E-kadherina u skvamoznom
karcinomu. U skvamoznom karcinomu je nadena statisticki znacajna razlika u ekspresiji E-kadherina u
zavisnosti od ekspresije koneksina (p<0,001) (Tabela 29).
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Slika 13. Ekspresija E-kadherina u adenokarcinomu pluéa: a) centralni deo, b) invazivni front, c)
limfogena metastaza, x200
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Slika 14. Ekspresija E-kadherina u skvamoznom karcinomu (a) i limfogenoj metastazi skvamoznog
karcinoma (b), x200
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Tabela 28. Odnos ekspresije koneksina 43 i E-kadherina u centralnom delu adenokarcinoma
Distribucija ekspresije
Distribucija ekspresije koneksina 43 E-kadherina Ukupno
0 1
0 8 25 33
24,2% 75,8% 100,0%
1 4 7 11
36,4% 63,6% 100,0%
2 1 4 5
20% 80% 100%
Ukupno 13 36 49
26,5% 73,5% 100%

Tabela 29. Odnos ekspresije koneksina 43 i E-kadherina u centralnom delu skvamoznog

karcinoma
Distribucija ekspresije koneksina 43 Distribucija ekspresije
E-kadherina Ukupno
0 1

0 2 2 4

50,0% 50,0% 100,0%

1 2 3 5

40,0% 60,0% 100,0%

2 10 10 20

50,0% 50,0% 100,0%

Ukupno 14 15 29

48,3% 51,7% 100,0%

U invazivnom frontu tumora, postojala je razlika u ekspresiji E-kadherina u zavisnosti od ekspresije
koneksina kod adenokarcinoma (Tabela 30), ali nije dostignuta statisticka znacajnost (p=0,068). U
skvamoznom karcinomu je nadena statisticki znacajna razlika u ekspresiji E-kadherina u zavisnosti od
ekspresije koneksina (p<0,001) (Tabela 31).
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Tabela 30. Odnos ekspresije koneksina 43 i E-kadherina u invazivnom frontu adenokarcinoma

Tabela 31. Odnos ekspresije koneksina 43 i E-kadherina u invazivhom frontu skvamoznog

Distribucija
Distribucija ekspresije koneksina 43 ekspresue Ukupno
E-kadherina
0 1
0 11 19 30
36,7% 63,3% 100%
1 2 9 11
18,2% 81,8% 100%
2 1 5 6
16,7% 83,3% 100%
Ukupno 14 33 47
29,8% 70,2% 100%

karcinoma
Distribucija ekspresije
Distribucija ekspresije koneksina 43 E-kadherina Ukupno
0 1
0 2 3 5
40% 60% 100%
1 1 5 6
16,7% 83,3% 100%
2 13 5 18
72,2% 27,8% 100%
Ukupno 16 13 29
55,2% 44,8% 100%

U limfogenoj metastazi, postojala je razlika u ekspresiji E-kadherina u zavisnosti od ekspresije
koneksina kod adenokarcinoma, ali nije dostignuta statisticka znacajnost (p=0,059) (Tabela 32). U
skvamoznom karcinomu je nadena statisticki znacajna razlika u ekspresiji E-kadherina u zavisnosti od
ekspresije koneksina (p=0,039) (Tabela 33).
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Tabela 32. Odnos ekspresije koneksina 43 i E-kadherina u limfogenoj metastazi adenokarcinoma

Distribucija ekspresije
Distribucija ekspresije koneksina 43 E-kadherina Ukupno
0 1
0 9 6 15
60% 40% 100%
1 0 3 3
0% 100% 100%
2 0 1 1
0% 100% 100%
Ukupno 9 10 19
47,4% 52,6% 100%

Tabela 33. Odnos ekspresije koneksina 43 i E-kadherina u limfogenoj metastazi skvamoznog

karcinoma
Distribucija ekspresije
E-kadherina
Distribucija ekspresije koneksina 43 Ukupno
0 1
0 0 1 1
0% 100% 100%
1 1 3 4
25% 75% 100%
2 4 1 5
80% 20% 100%
Ukupno 5 5 10
50% 50% 100%

4.3.2 Korelacija ekspresije koneksina 43 i f-katenina

Slika 15 pokazuje ekspresiju B-katenina u adenokarcinomu pluéa. U centralnom delu tumora, postojala
je statisticki znacajna razlika u ekspresiji [-katenina u zavisnosti od ekspresije koneksina kod
adenokarcinoma (p=0,037) (Tabela 34). Slika 16 pokazuje ekspresiju B-katenina u skvamoznom
karcinomu plu¢a. U skvamoznom karcinomu je nadena statisticki znacajna razlika u ekspresiji p-
katenina u zavisnosti od ekspresije koneksina (p<0,001) (Tabela 35).
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Slika 15. Ekspresija B-katenina u adenokarcinomu pluca a) centralni deo tumora, b) invazivni front, c)
limfogenoj metastazi, x200
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Slika 16. Ekspresija -katenina u skvamoznom karcinomu pluca a) centralni deo tumora x200, b)
invazivni front, x200 c) limfogena metastaza, x400

Tabela 34. Odnos ekspresije koneksina 43 i B-katenina u centralnom delu adenokarcinoma

Distribucija
. . . ekspresije
Distribucija ekspresije koneksina 43 B-Katenina Ukupno
0 1
0 9 24 33
27,3% 72,7% 100%
1 4 8 12
33,3% 66,7% 100%
2 2 3 5
40% 60% 100%
Ukupno 15 35 50
30% 70% 100%
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Tabela 35. Odnos ekspresije koneksina 43 i p-katenina u centralnom delu skvamoznog
karcinoma

Distribug'ija
Distribucija ekspresije koneksina 43 gﬁf&fﬁ:ﬂg Ukupno
0 1
0 0 4 4
0% 100% 100%
1 4 1 5
80% 20% 100%
2 7 13 20
35% 65% 100%
Ukupno 11 18 29
37,9% 62,1% 100%

U invazivnom frontu tumora, postojala je razlika u ekspresiji B-katenina u zavisnosti od ekspresije
koneksina kod adenokarcinoma, ali nije dostignuta statisticka znacajnost (p=0,384) (Tabela 36). U
skvamoznom karcinomu je nadena statisticki znacajna razlika u ekspresiji f-katenina u zavisnosti od
ekspresije koneksina (p<0,001) (Tabela 37).

Tabela 36. Odnos ekspresije koneksina 43 i f-katenina u invazivnom frontu adenokarcinoma

Distribucija
Distribucija ekspresije koneksina 43 gﬁfﬁ?ﬁ:ﬁ Ukupno
0 1
0 12 17 29
41,4% 58,6% 100%
1 4 9 13
30,8% 69,2% 100%
2 2 4 6
33,3% 66,7% 100%
Ukupno 18 30 48
37,5% 62,5% 100%

47




Tabela 37. Odnos ekspresije koneksina 43 i f-katenina u invazivnhom frontu skvamoznog
karcinoma

Distribucija
Distribucija ekspresije koneksina 43 gfgt;e;;g]z Ukupno
0 1
0 2 3 5
40% 60% 100%
1 2 4 6
33,3% 66,7% 100%
2 5 13 18
27,8% 72,2% 100%
Ukupno 9 20 29
31% 69% 100%

U limfogenoj metastazi, postojala je statisticki znacajna razlika u ekspresiji f-katenina u zavisnosti od
ekspresije koneksina kod adenokarcinoma (p=0,011) (Tabela 38). Sli¢no tome, u skvamoznom
karcinomu je nadena statistiCki znaCajna razlika u ekspresiji B-katenina u zavisnosti od ekspresije
koneksina (p=0,033) (Tabela 39).

Tabela 38. Odnos ekspresije koneksina 43 i B-katenina u limfogenoj metastazi adenokarcinoma

Distribuc_:_ija
Distribucija ekspresije koneksina 43 gf;fﬁ:#z Ukupno
0 1
0 5 9 14
35,7% 64,3% 100%
1 0 2 2
0% 100% 100%
2 0 1 1
0% 100% 100%
Ukupno 5 12 17
29,4% 70,6% 100%
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Tabela 39. Odnos ekspresije koneksina 43 i p-katenina u limfogenoj metastazi skvamoznog
karcinoma

Distribucija
Distribucija ekspresije koneksina 43 Eﬂ?ﬁi‘ﬁ Ukupno
0 1
0 0 1 1
0% 100% 100%
1 2 2 4
50% 50% 100%
2 2 3 5
40% 60% 100%
Ukupno 4 6 10
40% 60% 100%

4.3.3 Korelacija ekspresije koneksina i vimentina

Slika 17 pokazuje ekspresiju vimentina u adenokarcinomu plu¢a. U centralnom delu tumora, postojala
je statisticki znacajna razlika u ekspresiji vimentina u zavisnosti od ekspresije koneksina kod
adenokarcinoma (p=0,023) (Tabela 40). Sli¢no tome, u skvamoznom karcinomu je nadena statisticki
znacCajna razlika u ekspresiji vimentina u zavisnosti od ekspresije koneksina (p<0,001) (Tabela 41).
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Slika 17. Ekspresija vimentina u adenokarcinomu pluca: a) centralni deo, b) invazivni front, c)
limfogena metastaza, x200

Tabela 40. Odnos ekspresije koneksina 43 i vimentina u centralnom delu adenokarcinoma

Distribut_:_ija
Distribucija ekspresije koneksina 43 sl;;%rr?tsilrjmg Ukupno
0 1
0 28 4 32
87,5% 12,5% 100%
1 6 4 10
60,0% |  40,0% 100%
2 4 2 6
66,7% | 33,3% 100%
Ukupno 38 10 48
792% | 20,8% 100%
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Tabela 41. Odnos ekspresije koneksina 43 i vimentina u centralnom delu skvamoznog karcinoma

Distribucija

Distribucija ekspresije koneksina 43 el_<spres:|je Ukupno
vimentina

0 1
0 1 3 4
25,0% 75% 100%
1 4 2 6
66,7% 33,3% 100%
2 18 2 20
90% 10% 100%
Ukupno 23 7 30
76,7% 23,3% 100%

U invazivnom frontu tumora, postojala je statisti¢ki znacajna razlika u ekspresiji vimentina u zavisnosti
od ekspresije koneksina kod adenokarcinoma (p=0,003) (Tabela 42). Sli¢no tome, u skvamoznom
karcinomu je nadena statisticki znacajna razlika u ekspresiji vimentina u zavisnosti od ekspresije
koneksina (p<0,001) (Tabela 43).

Tabela 42. Odnos ekspresije koneksina 43 i vimentina u invazivnom frontu adenokarcinoma

Distribucija

Distribucija ekspresije koneksina 43 elfspres:ue Ukupno
vimentina

0 1
0 24 4 28
85,7% 14,3% 100%
1 10 2 12
83,3% 16,7% 100%
2 5 2 7
71,4% 28,6% 100%
Ukupno 39 8 47
83,0% 17% 100%
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Tabela 43. Odnos ekspresije koneksina 43 i vimentina u invazivhom frontu skvamoznog
karcinoma

Distribucija

Distribucija ekspresije koneksina 43 el_<spres_ue Ukupno
vimentina

0 1
0 2 3 5
40% 60% 100%
1 6 1 7
85,7% 14,3% 100%
2 17 1 18
94,4% 5,6% 100%
Ukupno 25 5 30
83,3% 16,7% 100%

U limfogenim metastazama, nije nadena statisticki znacajna razlika u ekspresiji vimentina u zavisnosti
od ekspresije koneksina kod adenokarcinoma (p=0,527) (Tabela 44). Nasuprot tome, u skvamoznom
karcinomu je nadena statisticki znacajna razlika u ekspresiji vimentina u zavisnosti od ekspresije
koneksina (p=0,014) (Tabela 45).

vimentina u limfogenim metastazama

Tabela 44. Odnos ekspresije koneksina 43 i
adenokarcinoma

Distribuc_:_ija
Distribucija ekspresije koneksina 43 S?r?]%rr?tsigz Ukupno
0 1
0 9 6 15
60% 40% 100%
1 2 0 2
100% 0% 100%
2 0 2 2
0% 100% 100%
Ukupno 11 8 19
57,9% 42,1% 100%
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Tabela 45. Odnos ekspresije koneksina 43 i vimentina u limfogenim metastazama skvamoznog
karcinoma

Distribucija
Distribucija ekspresije koneksina 43 Si;ri%rr?tsilrjlg Ukupno
0 1
0 1 1 2
50% 50% 100%
1 3 1 4
75% 25% 100%
2 5 0 5
100% 0% 100%
Ukupno 9 2 11
81,8% 18,2% 100%

4.4 Korelacija veli¢ine tumora (pT stadijuma) sa ekspresijom koneksina 43 i markera
epitelnomezenhimne tranzicije

Ispitivali smo i korelaciju veli¢ine tumora (pT stadijuma) sa ekspresijom koneksina 43 i markera
epitelnomezenhimne tranzicije. Medu ispitivanim uzorcima, bilo je 14 uzoraka sa pTla (15,2%), 16
uzoraka sa pT1lb (17,4%), 30 uzoraka sa pT2a (32,6%), 19 uzoraka sa pT2b (20,7%), 11 uzoraka sa
pT3 (12%).

Analiza korelacije veli¢ine tumora (pT stadijuma) sa ekspresijom koneksina 43 je pokazala sledece
rezultate. Kod adenokarcinoma, nije bilo statisticki znacajne razlike u ekspresiji koneksina 43 po pT
stadijumima u centralnom delu tumora (p=0,245) niti u invazivnom frontu (p=0,576). Kod skvamoznog
karcinoma, nije bilo statisticki znacajne razlike u ekspresiji koneksina 43 po pT stadijumima u
centralnom delu tumora (p=0,074). Medutim, pronadena je znacajna razlika u ekspresiji koneksina 43
po pT stadijumima u invazivnom frontu skvamoznog karcinoma (p=0,01), i to tako da jedino u pT3
stadijumu nije zabelezen nijedan slu¢aj drugog stepena ekspresije koneksina 43, ve¢ je dominirao prvi
stepen ekspresije koneksina 43 (80%).

Analiza korelacije veli¢ine tumora (pT stadijuma) sa ekspresijom E-kadherina je pokazala sledece
rezultate. Kod adenokarcinoma, nije bilo statisticki znacajne razlike u ekspresiji E-kadherina po pT
stadijumima ni u centralnom ni u perifernom delu tumora (p>0,05). Kod skvamoznog karcinoma, bilo
je statisticki znacajne razlike u ekspresiji E-kadherina po pT stadijumima u invazivhom frontu
(p=0,03). Naime, uoceno je da su svi tumori sa pT3 stadijumom i polovina onih sa pT2b stadijumom
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eksprimirali E-kadherin. U centralnom delu tumora, nije zabeleZena znacajna razlika u ekspresiji E-
kadherina po pT stadijumima (p=0,152).

Analiza korelacije veli¢ine tumora (pT stadijuma) sa ekspresijom [-katenina i vimentina nije pokazala
statisticki znacajne razlike u ekspresiji ovih markera po pT stadijumima ni u centralnom ni u
perifernom delu tumora, kako adenokarcinomu tako i u skvamoznom karcinomu pluca (p>0,05).

4.5 Korelacija ekspresije koneksina 43 izmedu primarnog tumora i limfogenih/hematogenih
metastaza

Na obdukcijskom materijalu, ispitivali smo da li postoji znacajna razlika u distribuciji ekspresije
koneksina 43 izmedu primarnog tumora i limfogenih i hematogenih metastaza. Bilo je ukupno 19
obdukovanih sa adenokarcinomom i 10 sa skvamoznim karcinomom. Ukupan broj obdukovanih
muskog pola bio je 18, a ukupan broj obdukovanih zenskog pola bio je 11.

Nije pronadena statisticki znacajna razlika u distribuciji ekspresije koneksina 43 izmedu primarnog
tumora i metastaza u limfnim ¢vorovima (p=0,317 kod adenokarcinoma; p=0,739 kod skvamoznog
karcinoma).

Naime, kao Sto se vidi u Tabeli 46, kod adenokarcinoma, 84,6% metastaza u limfnom ¢voru kod
primarnih tumora sa najnizim stepenom ekspresije koneksina 43 je imalo najnizi stepen ekspresije
koneksina 43, dok je 66,7% metastaza u limfnhom ¢voru kod primarnih tumora sa najvi§im stepenom
ekspresije koneksina 43 imalo najvisi stepen ekspresije koneksina 43.

Kod skvamoznog karcinoma (Tabela 47), 50% metastaza u limfnom ¢voru kod primarnih tumora sa
najnizim stepenom ekspresije koneksina 43 je imalo najnizi stepen ekspresije koneksina 43, dok je
66,7% metastaza u limfnom ¢voru kod primarnih tumora sa najvisim stepenom ekspresije koneksina 43
imalo najvisi stepen ekspresije koneksina 43.

Nije pronadena statistiCki znacajna razlika u distribuciji ekspresije koneksina 43 izmedu primarnog
tumora i hematogenih metastaza (p=1 kod adenokarcinoma; p=0,317 kod skvamoznog karcinoma).
Tabele 48 i 49 pokazuju odnos distribucije ekspresije koneksina 43 izmedu primarnog tumora i
pripadaju¢e hematogene metastaze kod adenokarcinoma i skvamoznog karcinoma.
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Tabela 46. Odnos distribucije ekspresije koneksina 43 izmedu primarnog tumora i pripadajuée
limfogene metastaze kod adenokarcinoma

Distribucija
ekspresije Cx43 u
primarnom Distribucija Cx43 u limfogenim
tumoru metastazama Ukupno
0 1 2 0
0 11 2 0 13
84,6% 15,4% 0% 100%
1 0 0 1 1
0% 0% | 100,0%  100,0%
2 0 1 2 3
0% 33,3% 66,7% | 100,0%
Ukupno 11 3 3 17
64,7% 17,6% 17,6%  100,0%

Tabela 47. Odnos distribucije ekspresije koneksina 43 izmedu primarnog tumora i pripadajuce
limfogene metastaze kod skvamoznog karcinoma

Distribucija ekspresije
Distribucija ekspresije koneksina 43 u koneksina 43 u limfogenim Ukupno
primarnom tumoru metastazama
0 1 2
0 2 1 1 4
50% 25% 25% 100%
1 0 1 0 1
0% 100% 0% 100%
2 1 0 2 3
33,3% 0% 66,7% 100%
Ukupno 3 2 3 8
37,5% 25,0% 37,5% 100%
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Tabela 48. Odnos distribucije ekspresije koneksina 43 izmedu primarnog tumora i pripadajuce
hematogene metastaze kod adenokarcinoma

Distribucija ekspresije Distribucija ekspresije koneksina 43 u
koneksina 43 u primarnom hematogenim metastazama Ukupno
tumoru 0 1 2
0 10 1 1 12
83,3% 8,3% 8,3% 100%
1 1 0 0 1
100% 0% 0% 100%
2 0 2 1 3
0% 66,7% 33,3% 100%
Ukupno 11 3 2 16
68,8% 18,8% 12,5% 100%

Tabela 49. Odnos distribucije ekspresije koneksina 43 izmedu primarnog tumora i pripadajuce
hematogene metastaze kod skvamoznog karcinoma

Distribucija ekspresije Distribucija ekspresije koneksina 43 u
koneksina 43 u primarnom hematogenim metastazama
Ukupno
tumoru

0 1 2
0 4 1 0 5
80% 20% 0% 100%
1 0 2 0 2
0% 100% 0% 100%
2 0 0 2 2
0% 0% 100% 100%
Ukupno 4 3 2 9
44,4% 33,3% 22,2% 100%

Takode smo ispitivali da 1i postoji znacajna razlika u intenzitetu ekspresije koneksina 43 izmedu
primarnog tumora 1 limfogenih 1 hematogenih metastaza. Nije pronadena statisticki znacajna razlika u
distribuciji ekspresije koneksina 43 izmedu primarnog tumora i metastaza u limfnim ¢vorovima
(p=0,109 kod adenokarcinoma; p=0,705 kod skvamoznog karcinoma) (Tabele 50-51). Nije pronadena
statistiCki znacajna razlika u distribuciji ekspresije koneksina 43 izmedu primarnog tumora i
hematogenih metastaza (p=0,371 kod adenokarcinoma; p=0,317 kod skvamoznog karcinoma) (Tabele
52-53).
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Tabela 50. Odnos intenziteta ekspresije koneksina 43 izmedu primarnog tumora i pripadajuce
limfogene metastaze kod adenokarcinoma na obdukcijskom materijalu

Intenzitet ekspresije Intenzitet ekspresije koneksina 43 u limfogenim
koneksina 43 u primarnom metastazama Ukupno
tumoru 0 1 2 3
0 11 1 0 1 13
84,6% 7,7% 0% 7,7% 100%
1 0 0 0 1 1
0% 0% 0% 100% 100%
2 0 0 1 0 1
0% 0% 100% 0% 100%
3 0 0 0 2 2
0% 0% 0% 100% 100%
Ukupno 11 1 1 4 17
64,7% 5,9% 5,9% 23,5% 100%

Tabela 51. Odnos intenziteta ekspresije koneksina 43 izmedu primarnog tumora i pripadajuce
limfogene metastaze kod skvamoznog karcinoma na obdukcijskom materijalu

Intenzitet ekspresije Intenzitet ekspresije koneksina 43 u limfogenim
koneksina 43 u primarnom metastazama Ukupno
tumoru 0 1 2 3
0 2 0 0 2 4
50% 0% 0% 50% 100%
1 0 1 0 0 1
0% 100% 0% 0% 100%
2 0 0 1 0 1
0% 0% 100% 0% 100%
3 1 0 1 0 2
50% 0% 50% 0% 100%
Ukupno 3 1 2 2 8
37,5% 12,5% 25% 25% 100%
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Tabela 52. Odnos intenziteta ekspresije koneksina 43 izmedu primarnog tumora i pripadajuce
hematogene metastaze kod adenokarcinoma na obdukcijskom materijalu

Intenzitet ekspresije Intenzitet ekspresije koneksina 43 u

koneksina 43 u hematogenim metastazama Ukupno
primarnom tumoru 0 2 3

0 10 0 2 12
83,3% 0% 16,7% 100%
1 1 0 0 1
100% 0% 0% 100%
2 0 1 0 1
0% 100% 0% 100%
3 0 1 1 2
0% 50% 50% 100%
Ukupno 11 2 3 16
68,8% 12,5% 18,8% 100%

Tabela 53. Odnos intenziteta ekspresije koneksina 43 izmedu primarnog tumora i pripadajuce
hematogene metastaze kod skvamoznog karcinoma na obdukcijskom materijalu

Intenzitet ekspresije Intenzitet ekspresije koneksina 43 u hematogenim
koneksina 43 u metastazama Ukupno
primarnom tumoru 0 1 2 3
0 4 0 0 1 5
80% 0% 0% 20% 100%
1 0 1 0 0 1
0% 100% 0% 0% 100%
2 0 0 1 0 1
0% 0% 100% 0% 100%
3 0 0 0 2 2
0% 0% 0% 100% 100%
Ukupno 4 1 1 3 9
44,4% 11,1% 11,1% 33,3% 100%

Takode smo ispitivali da li postoji znacajna razlika u lokalizaciji ekspresije koneksina 43 izmedu
primarnog tumora i limfogenih i hematogenih metastaza (Tabele 54-57). Nije pronadena statisticki
Znacajna razlika u lokalizaciji ekspresije koneksina 43 izmedu primarnog tumora i metastaza u limfnim
¢vorovima (p=0,180 kod adenokarcinoma; p=0,739 kod skvamoznog karcinoma). Nije pronadena ni
statisticki znacajna razlika u lokalizaciji ekspresije koneksina 43 izmedu primarnog tumora i
hematogenih metastaza (p=0,317 kod adenokarcinoma; p=0,317 kod skvamoznog karcinoma).
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Tabela 54. Odnos lokalizacije ekspresije koneksina 43 izmedu primarnog tumora i pripadajuce
limfogene metastaze kod adenokarcinoma na obdukcijskom materijalu

L ] ) Lokalizacija koneksina 43 u limfogenim
Lokalizacija koneksina 43 u primarnom metastazama Ukupno
tumoru
C K
0 11 1 1 13
84,6% 7,7% 7,7% | 100,0%
C 0 1 0 1
0%  100,0% 0%  100,0%
K 0 0 3 3
0% 0% 100,0% | 100,0%
Ukupno 11 2 4 17
64,7%  11,8% 23,5% 100,0%

0-nema ekspresije, C-citoplazmatska lokalizacija, K-kombinovana (citoplazmatska i membranska

lokalizacija) ekspresije proteina koneksina 43

Tabela 55. Odnos lokalizacije ekspresije koneksina 43 izmedu primarnog tumora i pripadajucée
limfogene metastaze kod skvamoznog karcinoma

Lokalizacija koneksina 43 u Lokalizacija koneksina 43 u limfogenoj metastazi Ukupno
primarnom tumoru 0 c K

0 2 1 1 4

50,0% 25,0% 25,0% | 100,0%

C 0 1 0 1

0% | 100,0% 0% | 100,0%

K 1 0 2 3

33,3% 0% 66,7% | 100,0%

Ukupno 3 2 3 8

37,5% 25,0% 37,5% | 100,0%

0-nema ekspresije, C-citoplazmatska lokalizacija, K-kombinovana (citoplazmatska i membranska

lokalizacija) ekspresije proteina koneksina 43
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Tabela 56. Odnos lokalizacije ekspresije koneksina 43 izmedu primarnog tumora i pripadajuce
hematogene metastaze kod adenokarcinoma

Lokalizacija koneksina
Lokalizacija koneksina 43 u 43 u hematogenim UKUDNO
primarnom tumoru metastazama P
0 K
0 9 2 11
81,8% 18,2% | 100,0%
C 1 0 1
100,0% 0% | 100,0%
K 0 3 3
0% 100,0% | 100,0%
Ukupno 10 5 15
66,7% 33,3% | 100,0%

0-nema ekspresije, C-citoplazmatska lokalizacija, K-kombinovana (citoplazmatska i membranska
lokalizacija) ekspresije proteina koneksina 43

Tabela 57. Odnos lokalizacije ekspresije koneksina 43 izmedu primarnog tumora i pripadajuce
hematogene metastaze kod skvamoznog karcinoma

Lokalizacija koneksina 43 u

Lokalizacija koneksina 43 u hematogenim
metastazama

primarnom tumoru Ukupno
0 C K
0 4 0 1 5
80% 0% 20% 100%
C 0 1 0 1
0% 100% 0% 100%
K 0 0 3 3
0% 0% 100% 100%
Ukupno 4 1 4 9
44,4% 11,1% 44,4% 100%

0-nema ekspresije, C-citoplazmatska lokalizacija, K-kombinovana (citoplazmatska i membranska
lokalizacija) ekspresije proteina koneksina 43
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5. DISKUSIJA

Imajuéi u vidu rasirenost koneksina u tkivima kao i njihov znacaj za komunikaciju ¢elija medusobno i
sa okolnim matriksom, postoji mogucnost da koneksini igraju izvesnu ulogu u kancerogenezi kao i da
ucestvuju U celijskoj adheziji 1 migraciji, pa samim tim i u tumorskom $irenju i prognozi pacijenata sa
tumorima. Ciljevi ovog istrazivanja su bili da se ispita ekspresija koneksina 43 u nesitnocelijskim
karcinomima pluca i da se utvrdi da li postoji razlika u njegovoj ekspresiji izmedu histoloskih tipova
nesitnocelijskih karcinoma pluca; da se ispita da li se ekspresija koneksina 43 u primarnom
nesitnocelijskom karcinomu plu¢a razlikuje izmedu invazivnog tumorskog fronta i centralnog dela
tumora; da se ispita postojanje povezanosti ekspresije koneksina 43 sa markerima procesa
epitelnomezenhimne tranzicije kod nesitnocelijskog karcinoma pluca; kao i da se utvrdi da se koneksin
43 razlic¢ito eksprimira izmedu primarnog nesitnocelijskog karcinoma pluc¢a i njegovih limfogenih i
hematogenih metastaza.

Na osnovu analize imunohistohemijske ekspresije koneksina 43 na celim presecima tkivnih ise¢aka
primarnog nesitnocelijskog karcinoma pluca, pokazali smo da vise od 65% uzoraka eksprimira
koneksin 43. Medutim, pokazali smo i da postoje znaCajne razlike izmedu histoloskih tipova
nesitnocelijskih karcinoma plu¢a. Naime, skvamozni karcinom ima znacajno izraZeniju ekspresiju
(visok procenat tumorskih c¢elija pozitivnih na koneksin 43) kao i veci intenzitet ekspresije na
koneksina 43 u odnosu na adenokarcinom pluca. Sli¢ne rezultate smo dobili i analizom tkivnih
mikronizova ovih tumora gde je skvamozni karcinom konzistentno pokazivao veéu ekspresiju
koneksina 43 u poredenju sa adenokarcinomom.

Podaci o imunohistohemijskoj ekspresiji koneksina 43 u karcinomu pluca su vrlo oskudni u literaturi.
Zhao i saradnici su ispitivali ekspresiju koneksina 43 kod 25 pacijenata sa adenokarcinomom i 19
pacijenata sa skvamoznim karcinomom pluc¢a. Ovi autori su pokazali ve¢u ekspresiju Cx43 mRNA i
veéu imunohistohemijsku ekspresiju koneksina u adenokarcinomima u odnosu na skvamozne
karcinome pluca (Zhao i sar., 2013), §to je u suprotnosti sa nasim rezultatima. Nije dovoljno jasno koji
je razlog za ovakvu razliku u rezultatima izmedu nase analize i studije Zhao i saradnika, ali je moguce
da su razlici doprineli manji uzorak u njihovoj studiji, znatno mlada populacija pacijenata, i rasa
(azijska populacija).

Nasi rezultati su pokazali razliku u ekspresiji koneksina 43 izmedu adenokarcinoma pluca 1
skvamoznog karcinoma pluéa, sugeriSu¢i i postojanje razlika u meducelijskoj komunikaciji 1
komunikaciji ¢elija sa okolinom izmedu ova dva tipa tumora pluc¢a. Pored toga, rezultati sugeriSu
razli¢ite uloge koneksina 43 u procesu tumorske progresije kod ova dva histoloska tipa. U svakom
slu¢aju, koneksin 43 se pokazao kao jedan od potencijalnih dodatnih markera za razlikovanje
adenokarcinoma i skvamoznog karcinoma pluca, ali su dalja istrazivanja neophodna da bi se utvrdilo
koliko su ovi rezultati korisni u rutinskoj praksi patologa.

Na osnovu dosada$njih istrazivanja u literaturi, mozemo zakljuciti da se ekspresija koneksina 43

razlikuje izmedu razli€itih tipova tumora, kao i izmedu razli€itih stadijuma istog tumora. Ekspresija

koneksina 43 je normalno membranska, a aberantnom ekspresijom se smatraju citoplazmatska i

nuklearna ekspresija. Dosadasnja istrazivanja uloge koneksina 43 su dala protivre¢ne rezultate.

Brockmeyer i saradnici su pokazali da je veca ekspresija koneksina u skvamoznom karcinomu u

odnosu na normalnu mukozu usne duplje, i da je vis$i nivo membranske ekspresije koneksina 43 bio
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povezan sa loSijim prezivljavanjem (Brockmeyer i sar., 2014). Sli¢no tome, Tanaka i saradnici su
pokazali da je ekspresija koneksina 43 povezana sa loSijim prezivljavanjem kod pacijenata sa
skvamoznim karcinomom jednjaka (Tanaka i sar., 2016). Kod karcinoma dojke, Elzarrad i saradnici su
pokazali da je visi stepen ekspresije koneksina 43 povezan sa veéim stepenom adhezije tumorskih
¢elija za endotel pluénih kapilara, $to dovodi do razvoja metastaza (Elzarrad i sar., 2008). Tang i
saradnici (2011) su ispitali ekspresiju koneksina 43 na uzorcima primarnih karcinoma zeluca i njihovih
metastaza, 1 pokazali da je u primarnim karcinomima zeluca, imunohistohemijska ekspresija koneksina
43 bila znatno manja u odnosu na okolnu normalnu sluznicu, §to sugerise da smanjena ekspresija
koneksina 43 moze da doprinese inicijaciji karcinoma zeluca (Tang i sar., 2011). Poyet i saradnici su
pokazali da je povecana ekspresija koneksina 43 u primarnom karcinomu mokra¢ne besike bila
povezana sa loSom prognozom (Poyet i sar., 2015). Sun i saradnici su pokazali da je ekspresija
koneksina 43 u karcinomu larinksa niZza nego u normalnom epitelu larinksa (Sun i sar., 2004). Pored
toga, pokazali su i da postoji znacajna povezanost izmedu niske ekspresije koneksina 43 i limfogenih
metastaza, ali ne i prezivljavanja (Sun i sar., 2004). Sa druge strane, Puzzo i saradnici su pokazali da je
petogodisnje prezivljavanje pacijenata sa karcinomom larinksa oko 60% kod koneksin 43 pozitivnih
tumora i ispod 40% kod koneksin 43 negativnih tumora (Puzzo i sar., 2016). Na uzorcima tumora
Stitaste zlezde, Jian-Guo i saradnici su ispitivali ekspresiju koneksina 43 i pokazali da je ekspresija
koneksina 43 znacajno smanjena u karcinomu u odnosu na benigne tumore Stitaste zlezde (Jian-Guo i
sar., 2016). Takode je pokazano da je niska ekspresija koneksina 43 povezana sa rastom tumora i
proliferacijom, kao i sa nastankom distalnih metastaza (Jian-Guo i sar., 2016). Stoletov i saradnici su
ispitivali ekspresiju koneksina 43 kod metastaza karcinoma dojke u mozdanom parenhimu. Pokazali su
da je prisutna pojacana ekspresija koneksina 43 u metastatskim depozitima u odnosu na normalni
mozdani parenhim (Stoletov i sar., 2013).

Na animalnom modelu, de Oliveira i saradnici su pokazali da nedostatak koneksina 43 znacajno
povecéava podloznost razvoju karcinoma pluca, §to ukazuje na povezanost nedostatka koneksina 43 i
karcinogeneze (de Oliveira i sar., 2013). Sli¢no tome, Tittarelli i saradnici su primetili nizi stepen rasta
tumora kod melanoma koji su imali visi stepen ekspresije koneksina 43 (Tittarelli i sar., 2015), a sli¢ni
rezultati su nadeni i na Celijskoj kulturi karcinoma pluca (Zhang i sar., 1998). Ovi rezultati bi se mogli
objasniti time da pojacana ekspresija koneksina 43 dovodi do veceg stvaranja poroznih veza, §to ima za
posledicu inhibiciju tumorskog rasta preko olaksane transmisije cAMP, §to je dovelo i do hipoteze o
inhibitornoj ulozi koneksina u nastanku karcinoma (Zhang i sar., 2001). Takode, koneksini mogu
dovesti do inhibicije tumorskog rasta preko C-terminusa interagujuéi sa signalnim medijatorima. Osim
toga, na Celijskoj kulturi karcinoma pluca, Zhao 1 saradnici su pokazali 1 da transfekcija koneksinom 43
smanjuje invazivnost i metastatski potencijal preko inhibicije histonskih deacetilaza, ali ne redukuje
¢elijsku migraciju (Zhao i sar., 2013). Na kulturi C6 glioma ¢elija, pokazano je da transfekcija
koneksinom 43 smanjuje tumorigenost, i brzina tumorskog rasta je bila obrnuto proporcionalna sa
stepenom ekspresije koneksina 43, Sto ukazuje na to da je ekspresija koneksina 43 povezana sa
smanjenim rastom tumora mozga (Naus i sar., 1992). Soroceanu i saradnici su nasli da je ekspresija
koneksina 43 smanjena u glioblastomu u odnosu na niskogradusne astrocitome ili uzorke temporalnog
reznja kod epilepsije, Sto korelira sa smanjenim brojem poroznih veza (Soroceanu i sar., 2001).

Budu¢i da je koneksin 43 integralni transmembranski protein, normalna tkiva ga eksprimiraju

membranski u imunohistohemijskim bojenjima (Cogliati i sar., 2016). Za razliku od toga, prethodne

studije su pokazale dominantno aberantnu, citoplazmatsku ekspresiju koneksina 43 u tumorima

(Cogliati i sar., 2016; Brockmeyer i sar., 2014), $to se moze razumeti ili kao smanjen transport

koneksina 43 do ¢elijske membrane ili kao njegova povecana internalizacija i razgradnja (Rose i sar.,
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1993). Dok neki autori smatraju da aberantna ekspresija koneksina 43 promovise onkogenezu (Cogliati
I sar., 2016), prethodna studija na skvamoznom karcinomu usne duplje je sugerisala da citoplazmatski
koneksin 43 funkcionis$e kao depo, a da jedino membranska translokacija koneksina 43, koji gradi
porozne veze, ima uticaja na interéelijsku komunikaciju (Brockmeyer i sar., 2014). Pored toga, studija
na skvamoznom karcinomu usne duplje je pokazala da je visoka membranska ekspresija koneksina 43
nezavisni prognosticki faktor loseg prezivljavanja (Brockmeyer i sar., 2014).

Nema podrobnih podataka o subcelularnoj lokalizaciji koneksina u karcinomima pluca, ali podaci iz
studije na pacijentima sa karcinomom dojke pokazuju dominaciju citoplazmatske lokalizacije
koneksina 43 u primarnim tumorima, dok limfogene metastaze imaju dodatnu izrazenu membransku
pozitivnost (Kanczuga-Koda i sar., 2006). Nasi rezultati su pokazali preteZzno aberantnu lokalizaciju
ekspresije koneksina 43 u nesitnocelijskim karcinomima pluca, budu¢i da je retko bila cisto
membranska, ve¢ uglavnom c¢isto citoplazmatska, kombinovana membranskocitoplazmatska, i ponekad
¢ak nuklearna. Iako je jo§ uvek nedovoljno jasno znacenje aberantne ekspresije koneksina 43 u
tumorima, naSi rezultati na celim presecima tkivnih iseCaka hirurskih resekcija su pokazali da je
skvamozni karcinom pluéa imao slicnu ucestalost Cisto citoplazmatske i kombinovane
membranskocitoplazmatske ekspresije koneksina 43. Za razliku od skvamoznog karcinoma, u
adenokarcinomu je ekspresija koneksina 43 bila pretezno citoplazmatska. Imajuéi u vidu rezultate
prethodnih studija, moglo bi se pretpostaviti da je citoplazmatska ekspresija depo koneksina; dok se
kod nekih tumora koneksin 43 iz citoplazme ugraduje u celijsku membranu (kombinovana
membranskocitoplazmatska ekspresija), sto omogucuje formiranje poroznih veza i/ili hemikanala, kod
drugih postoji blok u ugradnji koneksina 43 u membranu, $to spreCava komunikaciju putem poroznih
veza. Pored toga, zanimljivo je da je uoCena i nuklearna ekspresija koneksina 43; ova lokalizacija
ekspresije koneksina 43 je vrlo retko bila prisutna, i gotovo isklju¢ivo prisutna u adenokarcinomima.

Razli¢ita ekspresija koneksina 43 bi mogla da sugeriSe razlike u bioloSkom ponaSanju razlicitih
histoloskih podtipova tumora. Ona je mozda povezana sa razlikama u promotorskoj metilaciji (Chen i
sar., 2003), a moguce je i da je delom rezultat razliCitog porekla adenokarcinoma i skvamoznog
karcinoma. Medutim, dodatne eksperimentalne i klinicke studije su potrebne da bi se razjasnila uloga
koneksina 43 u razvoju kancera i njegovoj progresiji, te da bi se bolje razumele ove razlike i njihov
klini¢ki znacaj. Takode su neophodne studije sa ve¢om veli¢inom uzorka da se istraze razlozi za razlike
u lokalizaciji izmedu adenokarcinoma i skvamoznog karcinoma pluca i da se utvrdi potencijalni
prognosticki znac¢aj ovih razlika.

Intraalveolarno Sirenje tumora pluca (STAS) je fenomen koji u poslednje vreme privlaci sve vecu
paznju istrazivaca buduci da odgovara invazivnom frontu i da je povezan sa prognozom i1 ponaSanjem
tumora (Warth, 2017). lako smo pokazali da se prisustvo STAS-a nije razlikovalo izmedu tumora koji
su dali limfogene metastaze i onih koji nisu, ekspresija koneksina 43 u STAS-u je bila povezana sa
blago povecanim rizikom od nastanka limfogenih metastaza u skvamoznom karcinomu ali ne i
adenokarcinomu. Medutim, budu¢i da su ovi podaci bazirani na malom broju uzoraka sa STAS-om u
nasem istrazivanju, potrebne su vece studije da bi se dalje razjasnila veza izmedu koneksina 43, STAS-
a i ponasanja tumora.

Takode smo ispitivali razlike u ekspresiji koneksina 43 izmedu invazivnog fronta i centralnog dela

tumora na tkivnom mikronizu nesitnocelijskih karcinoma pluc¢a. Analiza ekspresije koneksina 43 je

pokazala da i invazivni front i centralni deo tumora Cesto eksprimiraju koneksin 43. Nije nadena

statisti¢ki znacajna razlika u ekspresiji koneksina 43 izmedu invazivnog fronta i centralnog dela tumora
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u adenokarcinomu i skvamoznom karcinomu pluca. Ipak, pokazali smo da je kod adenokarcinoma, ali
ne i skvamoznog karcinoma, bila statisticki znacajno veca ekspresija koneksina 43 u stromalnim
¢elijama u centralnom delu tumora nego u invazivnom frontu tumora, §to sugerise da i stromalne celije
mogu imati ulogu u tumorskoj progresiji, kao i da se ta uloga razlikuje izmedu patohistoloskih tipova
karcinoma pluca.

Nema podataka u literaturi u vezi sa razlikama u ekspresiji koneksina 43 izmedu invazivnog fronta i
centralnog dela tumora kod nesitnocelijskih karcinoma pluca. Studija na adenokarcinomu kolona je
pokazala vecéu ekspresiju koneksina 43 u invazivnom frontu (Han i sar., 2011), sto sugeriSe da koneksin
43 igra odredenu ulogu u karcinogenezi i tumorskoj progresiji preko poroznih veza ili preko nekih
drugih signalnih puteva kao $to je Wnt/B-catenin.

Migracija karcinomskih ¢elija iz primarnog tumora u limfne noduse i udaljene organe zahteva promenu
fenotipa celija iz epitelnog u mezenhimni kroz proces epitelnomezenhimne tranzicije (Thiery i sar.,
2009). Konkretno, epitelnomezenhimna tranzicija je proces u kome epitelne ¢elije gube polaritet i
dobijaju karakteristike mezenhimnih ¢elija. Na taj nacin, maligne ¢elije dobijaju sposobnost kretanja
kroz vezivno tkivo, §to pojacava njihov metastatski potencijal (Thiery i sar., 2009). Budu¢i da u
procesu epitelnomezenhimne tranzicije epitelne ¢elije gube meducelijsku adhezivnost i polaritet, one
smanjuju ekspresiju epitelnih markera, kao $to je E-kadherin, dok pojac¢avaju ekspresiju mezenhimnih
markera kakav je vimentin. Eksperimentalna studija na kulturi nesitnocelijskog karcinoma plucéa je
pokazala da ¢elije koje eksprimiraju E-kadherin imaju i vecu senzitivnost za inhibiciju epidermalnog
faktora rasta (EGFR), dok celije koje eksprimiraju vimentin nisu osetljive na inhibiciju EGFR
(Thomson i sar., 2005). B-katenin je vazan je deo proteinskog kompleksa kadherina. Vazan je za
regulaciju Celijske adhezije ali i klju¢an transkripcioni faktor u Wnt signalnom putu Koji ucestvuje u
vaznim ¢elijskim procesima kao $to su proliferacija, diferencijacija, migracija, apoptoza i drugo (Sahin
i sar., 2017). Vimentin je vazan mezenhimni marker. Pokazano je da nakon onkogene transformacije
epitelnih ¢elija, dolazi do povecane ekspresije vimentina i gubitka ekspresije keratina (Kokkinos 1 sar.,
2007). Ovo omogucéava kretanje tumorskih celija i Sirenje tumora. Dakle, povecana ekspresija
vimentina ukazuje na akviziciju migratornog i invazivnog tumorskog fenotipa.

Prethodne studije su pokazale da je epitelnomezenhimna tranzicija povezana sa metastazama, ste¢enom
rezistencijom na lekove, kao i progresijom mnogih tumora (Morel i sar., 2008; Hugo i sar., 2007; Lee i
sar., 2006), ali postoji nedovoljno podataka na tumorima plu¢a. Posebno imajuéi u vidu potencijalnu
vezu izmedu koneksina 43 i epitelnomezenhimne tranzicije, slede¢i deo ovog istrazivanja je obuhvatio
analizu odnosa ekspresije koneksina 43 sa ekspresijom markera epitelnomezenhimne tranzicije kod
nesitnocelijskog karcinoma pluc¢a, budu¢i da su ovi markeri vaZzan pokazatelj progresije tumora 1 rizika
od metastaziranja.

U ovom istrazivanju smo pokazali da postoji odredena veza izmedu ekspresije koneksina 43 i
ekspresije markera epitelnomezenhimne tranzicije, ali smo i uocili da se obrazac ove veze razlikuje
izmedu adenokarcinoma i skvamoznog karcinoma kako u primarnom tumoru (invazivni front i
centralni deo tumora) tako i u limfogenoj metastazi karcinoma pluca.

U centralnom delu tumora, postojala je znacajna razlika u ekspresiji E-kadherina u zavisnosti od
ekspresije koneksina 43 i kod adenokarcinoma i kod skvamoznog karcinoma, dok je u invazivnom

frontu tumora i limfogenim metastazama postojala znacajna razlika samo kod skvamoznog karcinoma.
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Konkretno, u centralnom delu tumora kod adenokarcinoma, tumori koji nisu eksprimirali koneksin 43
su cesce eksprimirali E-kadherin (75,8%) u odnosu na tumore koji su eksprimirali koneksin 43 sa
stepenom ekspresije 1 (63,6%), mada ne i tumore koji su eksprimirali koneksin 43 sa stepenom
ekspresije 2. Medutim, skvamozni karcinom je pokazao suprotan trend; naime, tumori Koji nisu
eksprimirali koneksin 43 su rede eksprimirali E-kadherin (50%) u odnosu na tumore Kkoji su
eksprimirali koneksin 43 sa stepenom ekspresije 1 (60%), mada ne i tumore koji su eksprimirali
koneksin 43 sa stepenom ekspresije 2.

U invazivnom frontu tumora je postojala znacajna razlika u ekspresiji E-kadherina u zavisnosti od
ekspresije koneksina 43 samo kod skvamoznog karcinoma. Odnos ekspresije E-kadherina i koneksina
43 je bio slic¢an kao kod centralnog dela tumora; naime, tumori koji nisu eksprimirali koneksin 43 su
rede eksprimirali E-kadherin (60%) u odnosu na tumore Kkoji su eksprimirali koneksin 43 sa stepenom
ekspresije 1 (83,3%), mada ne i tumore koji su eksprimirali koneksin 43 sa stepenom ekspresije 2.

U limfogenim metastazama je postojala znacajna razlika u ekspresiji E-kadherina u zavisnosti od
ekspresije koneksina 43 samo kod skvamoznog karcinoma. Metastaze koji nisu eksprimirale koneksin
43 su CeSc¢e eksprimirale E-kadherin u odnosu na metastaze koji su eksprimirale koneksin 43 (stepen
ekspresije 1 ili 2).

Kada je u pitanju ekspresija p-katenina, pokazali smo da je u centralnom delu tumora i limfogenim
metastazama postojala znacajna razlika u ekspresiji f-katenina u zavisnosti od ekspresije koneksina 43
i kod adenokarcinoma i kod skvamoznog karcinoma, dok je u invazivnom frontu tumora postojala
znacajna razlika samo kod skvamoznog karcinoma.

Konkretno, u centralnom delu tumora kod adenokarcinoma, tumori koji nisu eksprimirali koneksin 43
su Ces¢e eksprimirali B-katenin (72,7%) u odnosu na tumore koji su eksprimirali koneksin 43 sa
stepenom ekspresije 1 ili 2 (64,7%). Sto se ti¢e skvamoznog karcinoma, tumori koji nisu eksprimirali
koneksin 43 su ¢esc¢e eksprimirali B-katenin (100%) u odnosu na tumore Kkoji su eksprimirali koneksin
43 sa stepenom ekspresije 1 ili 2 (56%).

U invazivnom frontu tumora je postojala znacajna razlika u ekspresiji -katenina u zavisnosti od
ekspresije koneksina 43 samo kod skvamoznog karcinoma. Naime, tumori koji nisu eksprimirali
koneksin 43 su rede eksprimirali B-katenin (60%) u odnosu na tumore koji su eksprimirali koneksin 43
sa stepenom ekspresije 1 ili 2 (70,8%).

U limfogenim metastazama je postojala znaCajna razlika u ekspresiji B-katenina u zavisnosti od
ekspresije koneksina 43 i kod adenokaricnoma i kod skvamoznog karcinoma. Kod adenokarcinoma,
tumori koji nisu eksprimirali koneksin 43 su cesce eksprimirali B-katenin (100%) u odnosu na tumore
koji su eksprimirali koneksin 43 (stepen ekspresije 1 ili 2) (64,3%). Slican trend je pokazao skvamozni
karcinom; naime, metastaze koje nisu eksprimirale koneksin 43 su ¢esc¢e eksprimirale B-katenin (100%)
u odnosu na metastaze koje su eksprimirale koneksin 43 (stepen ekspresije 1 ili 2) (55,5%).

Najzad, kada je u pitanju vimentin, i u centralnom delu tumora i u invazivhom frontu je postojala

statisticki znacajna razlika u ekspresiji vimentina u zavisnosti od ekspresije koneksina 43 i kod

adenokarcinoma i kod skvamoznog karcinoma. Konkretno, u centralnom delu tumora kod

adenokarcinoma, tumori koji nisu eksprimirali koneksin 43 su rede eksprimirali vimentin (12,5%) u

odnosu na tumore koji su eksprimirali koneksin 43 (stepen ekspresije 1 ili 2) (37,5%). Medutim,
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skvamozni karcinom je pokazao suprotan trend; naime, tumori koji nisu eksprimirali koneksin 43 su
¢eS¢e eksprimirali vimentin (75%) u odnosu na tumore koji su eksprimirali koneksin 43 (stepen
ekspresije 1 ili 2) (15,4%).

Sli¢ni rezultati su dobijeni i u invazivnom frontu tumora. Naime, kod adenokarcinoma, tumori koji nisu
eksprimirali koneksin 43 su rede eksprimirali vimentin (14,3%) u odnosu na tumore koji su
eksprimirali koneksin 43 (stepen ekspresije 1 ili 2) (21%). Skvamozni karcinom je pokazao suprotan
trend; naime, tumori koji nisu eksprimirali koneksin 43 su ces¢e eksprimirali vimentin (60%) u odnosu
na tumore koji su eksprimirali koneksin 43 (stepen ekspresije 1 ili 2) (8,3%).

U limfogenim metastazama je postojala znacajna razlika u ekspresiji vimentina u zavisnosti od
ekspresije koneksina 43 samo kod skvamoznog karcinoma. Odnos ekspresije vimentina i koneksina 43
je bio slican kao kod primarnog tumora; naime, metastaze koji nisu eksprimirale koneksin 43 su Cesce
eksprimirale vimentin (50%) u odnosu na metastaze koji su eksprimirale koneksin 43 (stepen ekspresije
1ili 2) (11,1%).

Ukoliko se zajedno sagledaju ovi rezultati koji se odnose na povezanost izmedu ekspresije koneksina
43 i markera epitelnomezenhimne tranzicije, moze se primetiti da uglavnom postoji suprotan obrazac
veze izmedu ekspresije koneksina 43 i markera epitelnomezenhimne tranzicije kod adenokarcinoma u
odnosu na skvamozni karcinom. Naime, prisustvo ekspresije koneksina 43 u primarnom
adenokarcinomu pluéa je uglavnom bilo povezano sa ¢eS¢om ekspresijom vimentina, intermedijernog
filamenta koji je normalno prisutan u mezenhimnim ¢éelijama, kao i sa redom ekspresijom E-kadherina
i B-katenina, sto ukazuje na odvijanje procesa epitelnomezenhimne tranzicije. Postoji veéi broj dokaza
da je vimentin znacaj igra¢ u progresiji karcinoma pluc¢a. Naime, intermedijerni vimentinski filamenti
se dovode u vezu sa brojnim aspektima inicijacije i progresije carcinoma, uklju¢ujuci tumorigenezu,
epitelnomezenhimnu  tranziciju 1 metastaziranje tumora. Vimentin je kanonski marker
epitelnomezenhimne tranzicije i vazan regulator ¢elijskog motiliteta (Kidd i sar., 2014). Budu¢i da je u
adenokarcinomu dominirala citoplazmatska ekspresija, koja je u osnovi aberantna, ocekivano je da
koneksin 43 kod ovog tipa tumora rede formira porozne veze, koje su membranske strukture. U
prethodnoj studiji koja je radena na celijskoj kulturi HCC827 and PC9 humanog pluénog
adenokarcinoma, endogeni i naglaSeno eksprimirani koneksin 26 bio je lokalizovan pretezno u
citoplazmi, te stoga nije mogao da formira porozne veze (Yang i sar., 2015); pored toga, izrazena
ekspresija koneksina 26 je promovisala tumorski rast, epitelnomezenhimnu tranziciju (Sto pokazuje
smanjena ekspresija E-kadherina, kao i pojacana ekspresija vimentina i Slug), migraciju i invaziju
preko signalnog PI3K/Akt puta (Yang i sar., 2015).

Za razliku od adenokarcinoma, prisustvo ekspresije koneksina 43 u primarnom skvamoznom
karcinomu pluc¢a je bilo povezano sa redom ekspresijom vimentina. Epitelni markeri kao Sto su E-
kadherin i B-katenin su pokazali delimi¢no kontradiktornu ekspresiju; naime, E-kadherin i -katenin su
pokazali sli¢nu i ocekivanu ekspresiju samo u invazivnom frontu, dok su u centralnom delu tumora
pokazali medusobno suprotne rezultate. UopSte uzevsi, primecene razlike u povezanosti ekspresije
koneksina 43 1 markera epitelnomezenhimne tranzicije izmedu adenokarcinoma i skvamoznog
karcinoma plu¢a mogu ukazivati na razli¢itu ulogu koneksina 43 kod ova dva histoloska tipa
nesitnocelijskog karcinoma pluca kao 1 na njihovo razlicito biolosko ponasanje.

Takode se da uoditi da veza izmedu ekspresije koneksina 43 i ekspresije markera epitelnomezenhimne
tranzicije nije nuzno linearna, budu¢i da smo kod E-kadherina uocili da drugi stepen ekspresije
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koneksina 43 pokazuje neoc¢ekivano suprotnu ekspresiju ovih markera u odnosu na tumore Sa prvim
stepenom ekspresije koneksina 43. Ovo sugeriSe da mozda postoji kompleksnija veza izmedu
analiziranih markera, te da mozda postoje 1 drugi faktori koji moduliSu vezu izmedu ekspresije
koneksina i epitelnih markera.

Zanimljivo je i da se veza izmedu ekspresije koneksina 43 i ekspresije markera epitelnomezenhimne
tranzicije u metastazama u limfnom ¢voru ne poklapa uvek sa nalazom u primarnom tumoru, §to je
pretezno bio slucaj epitelnih markera kod skvamoznog karcinoma. Ovaj razultat je moguce objansiti na
slede¢i nacin. Ekspresija koneksina 43 u primarnom skvamoznom karcinomu je generalno bila
povezana sa smanjenom ekspresijom vimentina i pove¢anom ekspresijom epitelnih markera u odnosu
na tumore koji ne eksprimiraju koneksin 43. Ovo bi moglo da sugeriSe da prisustvo koneksina 43 u
skvamoznom karcinomu ukazuje i na manji rizik od epitelnomezenhimne tranzicije i metastaziranja.
Medutim, kada se limfogene metastaze kod skvamoznog karcinoma ipak razviju, nije nelogi¢no da one
pokazuju smanjenu ekspresiju epitelnih markera.

Treba imati u vidu i da su odredene podkategorije u tablicama kontingencije koje se odnose na vezu
izmedu ekspresije koneksina 43 i ekspresije markera epitelnomezenhimne tranzicije imale mali broj
uzoraka, tako da su pojedini kontradiktorni rezultati ili nedostatak statisticke znacajnosti moguce time
uslovljeni. Osim toga, ekspresija svih markera je tretirana kao kategorijalna varijabla, gde su za
markere epitelnomezenhimne tranzicije kori§¢ene samo dve kategorije. Ove kategorije su definisane na
slede¢i nacin: kada je manje od 10% tumorskih celija eksprimiralo odredeni marker, takav uzorak je
oznaCavan kao negativan; kada je 10% ili vise tumorskih celija eksprimiralo odredeni marker, takav
uzorak je oznacavan kao pozitivan. Moguce je da bi drugaciji odabir praga za pozitivnost doveo do
nesto drugacijih rezultata, kao i da bi neki trendovi bili uocljiviji sa vise podkategorija ekspresije ovih
markera. Medutim, dalje usitnjavanje uzorka ove veli¢ine ne bi imalo statistickog smisla, pa so svakako
potrebne dodatne studije sa ve¢im uzorkom da bi se detaljnije utvrdila veza izmedu koneksina 43 i
markera epitelnomezenhimne tranzicije.

Analiza korelacije veli¢ine tumora (pT stadijuma) sa ekspresijom koneksina 43 nije pokazala statisticki
znacajne razlike u ekspresiji koneksina 43 po pT stadijumima u centralnom delu tumora niti u
invazivnom frontu kod adenokarcinoma i skvamoznog karcinoma. Medutim, pokazali smo znacajnu
razliku u ekspresiji koneksina 43 po pT stadijumima u invazivnom frontu skvamoznog karcinoma.
Naime, uoceno je da je kod svih stadijuma izuzev pT3 stadijuma barem 50% uzoraka eksprimiralo
koneksin sa stepenom ekspresije 2; kod stadijuma pT3 nije zabeleZen nijedan slu¢aj visokog stepena
ekspresije koneksina 43, ve¢ je dominirao prvi stepen ekspresije koneksina 43 (80%). Ovo ukazuje da
veliki skvamozni karcinomi smanjuju ekspresiju koneksina, §to mozda moze biti povezano sa razli¢itim
ponasanjem ovog tumora.

Tang i saradnici (Tang i sar., 2011) su ispitali ekspresiju koneksina 43 i E-kadherina na uzorcima
primarnih karcinoma zeluca i njihovih metastaza, i pokazali da je imunohistohemijska ekspresija
koneksina 43 i E-kadherina u limfnim ¢vorovima bila znatno visa u odnosu na primarni tumor. Ovi
rezultati sugeriSu da povecana ekspresija koneksina 43 moze da doprinese nastanku metastaza (Tang i
sar., 2011). Kanczuga-Koda i saradnici su ispitivali ekspresiju koneksina 43 u primarnom karcinomu
dojke 1 odgovaraju¢im metastazama u limfnim ¢vorovima. Autori su pokazali da je ekspresija
koneksina 43 bila veca u metastazama u odnosu na primarni tumor, Sto ukazuje na to da je koneksin
potreban za efikasno metastaziranje karcinoma dojke u limfne ¢vorove. Pored toga, pokazali su i da je
pored membranske lokalizacije koneksina bila prisutna i citoplazmatska ekspresija (Kanczuga-Koda i
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sar., 2006). Kada su u pitanju karcinomi pluca, nase istrazivanje je pokazalo da je vise od 65%
primarnih nesitnocelijskih karcinoma plu¢a eksprimiralo koneksin 43, i da je skvamozni karcinom
imao znacajno vecu ekspresiju koneksina 43 nego adenokarcinom. Dok su limfne metastaze
skvamoznog karcinoma pokazale sli¢nu ekspresiju koneksina 43 kao primarni tumor, tre¢ina pacijenata
sa adenokarcinomom je imala izmenjenu ekspresiju koneksina 43 u odnosu na primarni tumor, bilo u
smislu smanjenja ili u smislu povecanja ekspresije. Dalje studije su neophodne da bi se utvrdilo da i
transkriptom u limfogenim metastazama znacajno odstupa od transkriptoma primarnog tumora, sto bi
mogao da bude indikator tumorske heterogenosti. Fenomen tumorske heterogenosti se danas smatra
odgovornim za recidiv nakon hirurske resekcije tumora, rezistenciju na lecenje, i loSije ishode razli¢itih
tumora (Stanta i Bonin, 2018; Guo i sar., 2019). Ipak, treba naglasiti da sli¢na ekspresija koneksina 43
izmedu primarnog i1 sekundarnog tumora kod skvamoznog karcinoma U naSem istrazivanju mozda
odrazava i1 rezultat da je ve¢ primarni tumor imao maksimalan stepen ekspresije koneksina 43.
Zanimljivo je da za razliku od adenokarcinoma, kod skvamoznog karcinoma nisu zabelezeni slucajevi
smanjenja ekspresije koneksina 43 u limfogenoj metastazi u odnosu na primarni tumor.

Ispitivali smo i razliku u ekspresiji koneksina 43 izmedu primarnog i metastatskog tumora na
obdukcinom materijalu da bismo bolje razumeli ulogu koneksina 43 u tumorskom ponaSanju.
Evidentno je da ekspresija koneksina 43 nije uvek ista izmedu primarnog tumora i limfogene ili
hematogene metastaze, ali nismo nasli statisticki zna€ajnu pravilnost u ovoj razlici. Ovo je mozZda
delom posledica manje veli¢ine uzorka sa obdukcija, kao i delimi¢ne autolize tkiva nakon smrti.
Medutim, ispitivanje ekspresije koneksina u hematogenim metastazama je gotovo iskljucivo jedino
moguce na obdukcijskom materijalu budu¢i da se kod raSirene bolesti ne radi resekcija pojedinacnih
hematogenih metastaza.

U ovom istrazivanju smo pokazali kakva je ekspresija koneksina 43 u razli¢itim histopatoloskim
tipovima nesitnocelijskog karcinoma pluca, §to moze da bude od koristi kao dodatni parametar u
diferenciranju ovih tipova karcinoma, posebno imaju¢i u vidu da je adenokarcinom znacajno rede i
manje eksprimirao koneksin 43 u odnosu na skvamozni karcinom.

Budu¢i da je od izuzetnog znacaja otkrivanje novih markera bioloSkog ponaSanja nesitnocelijskog
karcinoma pluca, ovo istrazivanje postavlja osnovu da bi se ustanovilo da li se koneksin 43 moze
koristiti kao dijagnosticki biomarker ili kao marker rizika od nastanka metastaza u karcinomima pluca.
Veci broj studija je ispitivao ekspresiju koneksina kod razli¢itih primarnih 1/ili sekundarnih tumora kao
i njenu povezanost sa prognozom. Dosadasnji rezultati su pokazali da je ekspresija koneksina 43
povezana sa razli¢itim aspektima tumorskog ponaSanja. Medutim, ova istrazivanja su pokazala da se
ekspresija koneksina razlikuje izmedu razli€itih tipova i lokalizacija tumora, kao i izmedu razlicitih
faza u progresiji tumora, $to ukazuje na kompleksnu ulogu koneksina 43 u razli¢itim fazama razvoja
tumora 1 kod razli¢itih tumora. Neke od studija su pokazale i aberantnu, uglavnom citoplazmatsku
ekspresiju koneksina u tumorima, ali jo§ uvek nije jasno da li je citoplazmatska ekspresija koneksina
samo depo ili igra aktivnu ulogu u tumorskom ponasanju.

S obzirom na to da gradiranje 1 odredivanje stadijuma kod malignih neoplazmi nije dovoljno za
predvidanje progresije bolesti, vazno je otkrivanje novih prognostic¢kih i prediktivnih markera. Budu¢i
da porozne veze imaju ulogu u kancerogenezi kao 1 invaziji 1 metastaziranju malignih celija, dalje
studije treba da razjasne da li se koneksin 43 moze koristiti kao dijagnosti¢ki biomarker ili kao marker
rizika od nastanka metastaza u razli¢itim karcinomima. Dalja istrazivanja su potrebna i da bi se
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razjasnile uloge koneksina i1 poroznih veza u fizioloSkim i patoloSkim uslovima, §to je preduslov za
potencijalno targetovanje koneksina u terapiji.
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6. ZAKLJUCCI
Na osnovu sprovedenih istrazivanja, mozemo da izvedemo sledece zakljucke:

. Analiza ekspresije koneksina 43 u nesitnocelijskim karcinomima plu¢a je pokazala da i
skvamozni karcinom i adenokarcinom cesto eksprimiraju koneksin 43. Medutim, skvamozni karcinom
je pokazao znacajno veéi stepen ekspresije kao i veci intenzitet ekspresije koneksina 43 u odnosu na
adenokarcinom.

. Ekspresija koneksina 43 u nesitnocelijskim karcinomima pluéa je cCesto aberantna po
lokalizaciji, tj. koneksin 43 je eksprimiran u citoplazmi ili ¢ak u jedru, u odnosu na tipi¢nu
membransku lokalizaciju. Pored izolovane membranske, citoplazmatske, i nuklearne ekspresije, bili su
prisutni 1 slucajevi kombinovane membranskocitoplazmatske i nuklearnocitoplazmastke ekspresije.
Lokalizacija ekspresije koneksina 43 je bila statisti¢ki znacajno drugacija u skvamoznom karcinomu
nego u adenokarcinomu. Naime, lokalizacija ekspresije koneksina 43 kod skvamoznih karcinoma je
najéesce bila kombinovana, dok je kod adenokarcinoma podjednako Cesto bila Cisto citoplazmatska i
kombinovana.

. Analiza ekspresije koneksina 43 u nesitnocelijskim karcinomima plu¢a je pokazala da i
invazivni front i centralni deo tumora cesto eksprimiraju koneksin 43. Nije nadena statisticki znacajna
razlika u ekspresiji koneksina 43 izmedu invazivnog fronta i centralnog dela tumora kako u
adenokarcinomu tako i u skvamoznom karcinomu. Medutim, kod adenokarcinoma je nadena statisticki
znacajno veéa ekspresija koneksina 43 u stromalnim delijama u centralnom delu tumora nego u
invazivnom frontu tumora, $to nije potvrdeno kod skvamoznog karcinoma.

. Pokazali smo i da ekspresija koneksina 43 korelira sa ekspresijom markera epitelnomezenhimne
tranzicije kod nesitnocelijskog karcinoma pluca, ali su uoceni razli¢iti obrasci korelacije izmedu
adenokarcinoma i skvamoznog karcinoma.

. U centralnom delu tumora, postojala je statisticki znacajna razlika u ekspresiji E-kadherina u
zavisnosti od ekspresije koneksina 43 i kod adenokarcinoma i kod skvamoznog karcinoma, dok je u
invazivnom frontu tumora i limfogenim metastazama postojala zna¢ajna razlika samo kod skvamoznog
karcinoma.

. U centralnom delu tumora i limfogenim metastazama, postojala je statisti¢ki znacajna razlika u
ekspresiji B-katenina u zavisnosti od ekspresije koneksina 43 i kod adenokarcinoma i kod skvamoznog
karcinoma, dok je u invazivnom frontu tumora postojala znacajna razlika samo kod skvamoznog
karcinoma.

. U centralnom delu tumora i invazivhom frontu, postojala je statisticki znacajna razlika u
ekspresiji vimentina u zavisnosti od ekspresije koneksina 43 i kod adenokarcinoma i kod skvamoznog
karcinoma, dok je u limfogenim metastazama postojala znacajna razlika samo kod skvamoznog
karcinoma.

. Analiza ekspresije koneksina 43 na hirurSkom materijalu je pokazala da su limfogene metastaze
skvamoznog karcinoma imale ekvivalentnu ekspresiju koneksina 43 kao primarni tumor, dok su
limfogene metastaze adenokarcinoma u priblizno jednoj trecini slu€ajeva pokazale promenjen profil
ekspresije koneksina 43 u odnosu na primarni tumor.

. Ispitivanjem ekspresije koneksina 43 na obdukcijskom materijalu nisu nadene statisticki
znacajne razlike u ekspresiji koneksina 43 izmedu primarnog tumora i metastaza u limfnim ¢vorovima,
niti izmedu primarnog tumora i pripadajue hematogene metastaze kod oba ispitivana patohistoloska
tipa.
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. Dalje studije su potrebne da bi se potvrdilo da li se koneksin 43 moze koristiti kao dijagnosti¢ki
biomarker ili kao marker rizika od nastanka metastaza u karcinomima pluca.
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