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DEFINING GENETIC AND PROTEIN BYOMARKERS IN PATIENTS WITH
LUNG CARCINOID

ABSTRACT

Purpose: Neuroendocrine tumors (NET) of the lung are heterogeneous and include typical
carcinoids (TC), atypical carcinoids (AC), large cell NE carcinoma (LCNEC) and small-cell
carcinoma (SCLC), all with different clinicopathological profiles and relative grades of
malignancy. Although differences between carcinoids and high grade SCLC and LCNEC are
recognized, precise differences and behavior of TC and AC have not been clearly defined. The
aim of this study was to define in more detail the differences in the clinical behavior of TC and
AC, and to establish new prognostic factors of overall survival (OS), by determining the levels of
genetic expression of IGF-1R, ERCCL1, Bax, p53, Bcl2 as well as the Bcl2/Bax ratio.

Methods: A total of 52 surgically resected pulmonary carcinoid tumors were collected. The
hystopathological diagnosis was made by consensus between two experienced pathologists
according to the WHO classification. Gene expressions were evaluated by quantitative Real-time
PCR.

Results: The confirmed prognostic factors for OS are pTNM T (p< 0.01), pTNM N (p< 0.05), the
clinical stage (p< 0.05), type of surgery (p< 0,01) and PH tumor type (p< 0.05 ). Bcl2 mRNA
level and Bcl2/Bax ratio were found to have a potential for discrimination the PH type of tumor
(AC vs TC) with ROC cut-off values 0.1451 and 0.3015, respectively, but without confirmed
statistically significant impact on OS.

Conclusion: Bcl2 expression and Bcl2/Bax ratio might be valuable as independent diagnostic
parametars in lung carcinoids. Therapeutic approaches using the attenuation of Bcl2 or
upregulation of Bax might prove useful in lung NETs. As the PH type of carcinoids (AC/TC) has
an impact on the OS, research on a larger sample size could also examine the prognostic potential
of Bcl2 and Bcl2/Bax for OS.

Key words: Bcl2, Bcl2/Bax ratio, lung carcinoid; overall survival, prognostic factor.
Scientific area: Medicine

Specific scientific area: Pulmology



ODREPIVANJE GENETICKIH I PROTEINSKIH BIOMARKERA U
PACIJENATA SA KARCINOIDOM BRONHA

REZIME

Cilj: Neuroendokrini tumori (NET) pluc¢a su heterogena grupa tumora koji obuhvataju tipi¢ne
karcinoide (TC), atipi¢ne karcinoide (AC), krupnocelijske karcinome (LCNEC) i mikrocelijski
karcinom pluc¢a (SCLC). Svi ovi tumori imaju razli¢ite klini¢ko- patoloske profile kao i razli¢ite
stepene maligniteta. lako su danas jasnije definisane razlike izmedu karcinoida bronha i tumora
visokog gradusa maligniteta poput SCLC i krupnocelijskog carcinoma pluéa; precizne razlike u
bioloskom ponasanja izmedu TC i AC jos$ uvek nisu jasno definisane. Cilj ovog ispitivanja je bio
da jasnije definiSu razlike u Kklinickom ponasanju izmedu TC i AC kao i da se ustanove
prognosticki faktori od znacaja za ukupno prezivljavanje. Merenjem nivoa genetskih ekspresija
za IGF-1R, ERCC1, Bax, p53, Bcl2 kao i odnosa Bcl2/Bax imali smo cilj da jasnije definiS§emo
prognosticke i prediktivne faktore za karcinoide pluca.

Metode: U rad je uklju¢eno ukupno 52 pacijenta koji su hirurSki leCeni sa postavljenom
dijagnozom TC ili AC. Histopatoloska dijagnoza je postavljena konsezusom od strane dva
iskusna patologa u skladu sa WHO Klasifikacijom za ove tumore. Genske ekspresije su
odredivane metodom kvantitativne detekije Real-time PCR.

Rezultati: Potvrdeni prognosticki faktori za OS su pTNM T (p< 0.01), pTNM N (p< 0.05),
klini¢ki stadijum (p< 0.05), vrsta operacije (p< 0,01) i PH tip tumora (p< 0.05). Bcl2 mRNA
nivoi ekspresije i Bcl2/Bax odnos su potvrdeni kao faktori koji imaju potencijal za diskriminaciju
izmedu PH podtipa tumora (AC u odnosu na TC) sa dobijenim ROC cut-off vrednostima od
0.1451 za Bcl2 i 0.3015 za Bel2/Bax ali bez potvrdenog statistickog znacaja za uticaj na OS.
Zakljucak:: Bcl2 expresija kao i Bcl2/Bax odnos mogu biti korisni kao nezavisni dijagnosti¢ki
parametri kod karcinoida bronha. U buduénosti, terapijski pristupi kojima se moze uticati na
modifikacije apoptoti¢kih mehanizama sa blokiranjem Bcl2 ili poja¢anjem ekspresije Bax mogu
se pokazati kao koristni kod pluénih NETa. Obzirom da PH tip karcinoida (AC/TC) ima uticaj
na OS, dalja ispitivanja na vecoj grupi pacijenata doprinela bi jasnijem definisanju prognostickog
potencijala Bcl2 i Bcl2/Bax za OS.

Kljucne reci: Bcl2, Bcel2/Bax odnos, karcinoidi plu¢a, ukupno prezivljavanje, prognosticki
faktori.
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1. UvVOD

Neuroendokrini tumori (NET) su heterogena grupa tumora porekla celija difuznog
neuroendokrinog sistema. Ove vrste ¢elija prisutne su u razli¢itim tkivima u telu tako da
NET-i mogu nastati na razli¢itim lokalizacijama u organizmu. NET-i se najc¢esce javljaju
u gastrointestinalnom traktu, bronhopulmonalnom sistemu i urogenitalnom traktu.
Neuroendokrini sistem u organizmu ¢ine ¢elije, koje mogu biti pojedinacne ili u grupama
a koje imaju sposobnosti da sintetiSu veliki broj hormona, peptida ili biogenih produkata
tako da tumori porekla ovih ¢elija, u zavisnosti od mesta nastanka kao i karakteristika

same ¢elije, mogu imati razlicite hormonalne profile. (1,2)

Neuroendokrini tumori u plu¢ima poti¢u od plu¢nih neuroendokrinih éelija koje se mogu
naci kao pojedinacne ili u malim klasterima kada se nazivaju neuroepitelijalna tela (3).
NET-i plu¢a ¢ine od 25 do 27% svih neuroendokrinih tumora, ali su u poredenju sa
ostalim primarnim tumorima pluca retiki i ¢ine samo 1% do 2% svih plu¢nih tumora
(4,5,6). Karcinoidi bronha ¢ine zaseban podtip NET-a pluca, i oni su u odnosu na druge
tumore jedinstveni po posebnim morfoloskim, ultrastrukturnim, imunohistohemijskim i
molekularnim karakteristikama kako u odnosu na druge tumore pluca, tako i u odnosu na

karcinoide drugih vanplué¢nih lokalizacija (1,2,4).

NET-i pluc¢a se danas klasifikuju u dve grupe: dobro i slabo diferentovane NET-e. U ove
dve grupe rasporedena su Cetiri subtipa NET-a: (1) dobro diferentovani tumori niskog
malignog potencijala : Tipicni Karcinoidi (TC); (2) dobro diferentovani tumori,
intermedijarnog malignog potencijala : Atipicni Karcinoidi ( AC) , (3) slabo diferentovani
tumori visokog gradusa maligniteta :Krupnocelijski Neuroendokrini tumori ( Large Cell
- LCNET) i ( 4) slabo diferentovani tumori visokog gradusa maligniteta : Mikrocelijski
karcinom plu¢a ( Small Cell Lung Cancer - SCLC)(4,7).

1.1. Istorijat

Termin Karcinoidi je prvi put upotrebljen 1907. godine od strane Oberndorfera (1,5). U
svojim istraZivanjima, U nekim tumorima creva Oberndorfer je  naiSao na
enterohromafilne celije 1 zaklju¢io je da su ovi tumori porekla endokrinih Celija

inerstinalne mukoze(1,8). Sugerisuci maligni potencijal i manju agresivnost u odnosu na



adenokarcinome creva, a da bi ih diferencirao od adenokarcinoma, Oberndorfer ih naziva
,» karcinomu sli¢ni* odnosno karcinoidi (8). U literaturi se moze pronaci da se ovaj tip
tumora opisuje i ranije , i to prvi put od strane Laeneca 1831. godine. Merling 1838.
godine, Langhans 1867. godine i Lubarch 1888.godine takode opisuju karcinoide
porekla ileuma (9).

Istorijski, od samog zapazanja postojanja ovih tumora, karcinoidi su se definisali i
karakteristicnim histoloskim bojenjem. Najznacajnije bojenje je bojenje sa srebrom
(1,10). Za karcinoide je karakteristicno da ili (1) vezuju i redukuju srebro (argentafina
reakcija) ili (2) vezuju srebro ali bez redukcije (argirofilna reakcija). Otkric¢e argentafinih
¢elija interstinalne mukoze, istrazivanje njihove distribucije i porekla rezultiralo je
saznanjima o postojanju difuznog neuroendokrinog sistema ¢elija. U brojnim radovima
Feyter je izucavao distribuciju argentafinih ¢elija i pronasao je da su one difuzno
rasporedene celom duzinom digestivnog trakta i da su najceS¢e u Meckelovom
divertikulumu, terminalnom delu ileuma i apendiksu ali se mogu naéi i u svim tkivima
koja su embrionalno porekla iz primitivnog creva ( poput pljuvacnih zlezda, sluzokoza
bronha, pankreasnih kanala, zu¢ne kese, zeluca i genitourinarnog kanala)(11). Uporedo
sa distribucijom ovih c¢elija otkrivena su i njihova endokrina svojstva. Od strane
Erspamera (1940. god.), Rapporta (1948. god.) i nesto kasnije od strane Asera i saradnika
(1952. god.) izolovan je a zatim i definisan serotonin kao vazan produkt ovih c¢elija
(12,13). Thorson (1954 god.) prvi put opisuje karcinoidni sindrom. Brojne manifestacije
ovog sindroma autor vezuje za produkciju serotonina od strane tumora, $to je potvrdeno
i nalazom visokih koncentracija 5-hidroksi-indolacetatne kiseline (5-HIAA) u serumu i

urinu pacijenata sa ovim sindromom(14).

U nekim endokrinim ¢elijama neurosekretorne granule se mogu uociti nakon bojenja
srebrom tek posle dodavanja redukcionih supstanci. Ovakve c¢elije oznacene kao
argirofilne, otkrivaju se u onim tkivima i organima koji u embrionalnom razvoju nastaju
iz prednjeg dela ( foregut ) primitivnog creva. To su: bronhi, Stitna zZlezda, zeludac,
duodenum, izvodni kanali pankreasa. Vecina karcinoida ovog podrucja ne sadrze enzim
aromati¢na-L-aminodekarboksilaza koji katalizuje prelaz 5-hidriksitriptofana u
serotonin. Zbog toga postoji argirofilija 1 mali sadrzaj serotonina u karcinoidima ovih

lokalizacija.



Na osnovu postavki o difuznoj distribuciji ¢elija sa hormonskom aktivnosti, Feyter je
izradio koncept perifernog endokrinog sistema celija. Celije ovog sistema je nazvao
svetlim ¢elijama ( Helle zelle) i zakljuéio je da na svakom mestu gde se nalaze imaju iste
morfoloSke karakteristike 1 osobine. Prvi radovi vezani za ovu vrstu ¢elija 1 njihove
endokrine karakteristike, kao i sam naziv ,, svetle ¢elije” vezuje se za Frohlich-a i 1949.
godinu(15). U radovima Bench-a, Grilelich-a kao i Liebow-a ukazano je na vezu ovih
¢elija sa karcinoidom kao i sa mikrocelularnim karcinomom bronha. Osim ovih autora i
mnogi drugi , poput Warrena i Gaffey-a bave se izucCavanjem ultrastrukturnih
karakteristika neuroendokrinih ¢elija (16,17,18).

1.2. Incidenca i epidemiologija

U poslednjih trideset godina belezi se porast incidence neuroendokrinih tumora, tako da
i karcinoide bronha danas sre¢cemo mnogo ¢esce u klinickoj praksi. Prema bazi podataka
Surveillance Epidemiology and End Results (SEER) u SAD, koja sadrzi podatke o 20436
NET-a, od 1973. do 2004. godine, ustanovljeno je da su karcinoidi ¢inili 0,66% od svih
maligniteta za taj period, a da se incidenca povecavala sa stopom 3-10% godiSnje u
zavisnosti od podtipa tumora , tako da je sa 0,3 slucaja na 100 000 u 1973. godini porasla
na 1,35 slucajeva na 100 000 u 2004. godini (2,19). U korelaciji sa podacima iz SAD i
epidemioloske analize u Evropi, unazad dvadeset godina ukazuju na povecéanje incidence
pluénih neuroendokrinih tumora, naroéito TC (6,20). Incidenca karcinoida i u Evropi je
priblizno sa 0,2 na 100 000 godisnje(21) u poredenju sa 1994. godinom, kada su NET
¢inili oko 0,75% svih neoplazmi, rasla, tako da je 2004. godine i u Evropi objavljeno da
NET-i ¢ine 1,25% svih maligniteta (6,19). Danas i u Evropi i SAD, karcinoidi imaju
incidencu od 0,2 do 2/100 000/ godiSnje sa porastom incidence oko 6% godiSnje nevezano
za pridruZene demografske faktore .Kao rezultat povecanja incidence, ovi tumori danas
predstavljaju znacajan klinicki problem. Takode je primeceno i da se incidence izmedu
razli¢itih NET-a razlikuju, pa tako u poredenju sa porastom incidence dobro
diferentovanih NET-a , u poslednjih dvadeset godina , belezi se stalan pad incidence
SCLC (6).

Povecanja ukupne incidence NET-a delimi¢no se moze objasniti i napredovanjem i
uvodenjem novih senzitivnih dijagnosti¢kih metoda i protokola koji se primenjuju , ali i

rezultatom povecanog interesovanja kliniara za ovaj tip tumora.



lako su raniji podaci ukazivali da se TC se javljaju tri do ¢etiri puta ¢es¢e od AC, danas
se smatra da je odnos TC :AC oko 8-10:1 , sto danas AC ¢ini najredim NET-ima pluca.
Postoji podjednaka distribucija izmedu polova za ove dve vrste tumora, mada je
primeceno da u grupi mladih pacijenata sa TC Zene dvostruko ¢eSce oboljevaju (21,22).
Samo kod manjeg broja pacijenata sa TC postoji udruzenost sa pusenjem, i to najcesce sa
manjim brojem paklo- godina. lako su slabo diferentovani NET-i plu¢a ( SCLC na
primer) jasno povezani sa puSenjem ne postoji jasna veza izmedu nastanka dobro
diferentovanih NET-a sa pusenjem tako da obe vrste karcinoida (TC i AC) cesto nastaju

kod nepusaca (23).

Iako se najc¢esce javljaju sporadi¢no, kod oko 5% pacijenata bronhijalni karcinoidi mogu
biti deo familijarnog sindroma kada su udruzeni sa MEN tipl sindromom ( familijarno
autozomalno-dominantan sindom koji karakterise udruzenost postojanja tumora hipofize,
pankreasa, paratireoidne zlezde i neuroendokrinih tumora porekla prednjeg dela
primitivnog creva)(24). lzuzetno retko udruzeni su sa von Hippel-Lindau sindromom i

neurofibromatozom (24,25).
1.3. Klasifikacija

U klasifikaciji NET-a pluca, u proslosti je koriS¢ena razli¢ita terminologija, koja se
menjala u zavisnosti od dinami¢nih saznanja vezanih za biologiju ovih tumora (26).
Ranije kori$¢ena klasifikacija karcinoida, bazirana na embrionalnom poreklu obuhvatala
je podelu na: (1) foregut karcinoide (pluca, timus, zeludac, pankreas i duodenum), (2)
midgut ( od duodenuma ipod Tretzovog ligamenta do proksimalnog transverzalnog
kolona) i (3) hindgut karcinoide (distalni kolon i rektum)(5,26). Danas se ova
klasifikacija smatra arhai¢nom, mada se u odredenim slucajevima pominje (na primer pri

histoloskim 1 molekularnim analizama).

Radovi Travisa i Arrigonija kao i drugih autora doveli su i do danasnje klasifikacije i
koncepta NET-a ( 26,27,28). 2000. godine Svetska Zdravstvena Organizacija ( WHO)
prihvatila je klasifikaciju baziranu na karakteristikama samog tumora kada je za celu
grupu ovih tumora uveden pojam Neuroendokrini tumori (NET), a grupa NET-a pluca
je podeljena na: (1) dobro diferentovane NET-e koji ukljucuju : tipi¢ne karcinoide (TC) i

atipi¢ne karcinoide (AC) i (2) slabo diferentovane neuroendokrine tumore u koje spadaju



LCNEC (krupnocéelijski karcinom, Large Cell Neuroendokrini Karcinom) i SCLC (
Small Cell Lung Carcinoma - mikrocelijski karcinom)(29,30). Ova Klasifikacija je
bazirana na veli¢ini tumora , proliferativnoj stopi, lokalizaciji, diferencijaciji i
hormonskim produktima. U ovoj Klasifikaciji termin karcinoid je kori$¢en kao sinonim

za dobro diferentovane NET-e. Tabela 1.

Tabela 1. 1999-2000 SZO Kriterijumi za dijagnostiku Neuroendokrinih tumora

Tip Tumora Kriterijumi

Tipi¢ni karcinoid Morfologija karcinoida, do 2 mitoze/2mm? (10 HPF),
Bez nekroze 1 veli¢ine 0,5cm ili veéi

Atipi¢an karcinoid Morfologija karcinoida, >2 do 10 mitoza/2mm?(10 HPF),
Sa nekrozom.

Large Cell NET Neuroendokrina morfologija,
(organoidna gnezda, palisadne rozete, trabekule),
Visok mitotski indeks > 10/2mm?,
Nekroza (Cesto velike zone), karakteristike NSCLC,
Pozitivno imunohistohemijsko bojenje na jedan ili viSe

neuroendokrinih markera i / ili neuroendokrine granule
videne elektronskim mikroskopom.

Mikrocelijski karcinom Mala veli¢ina ¢elija, oskudna citoplazma,
Jedro: sitno granuliran nuklearni hromatin, nedostatak
nukleolusa ili mali nukleolus,
Visok mitotski indeks, >11 mitoza/2mm?(10 HPF),

Ceste nekroze, Cesto 1 u velikim zonama.

HPF — high power field.

Modifikacijom histoloskih kriterijuma za dijagnostiku bronhijalnih karcinoida koja je

predloZena od strane Travisa i kolega, 2004. godine WHO klasifikacijom plué¢nih tumora



defiisani su i WHO dijagnosticki kriterijumi za tipi¢ni karcinoid : tumor sa karcinoidnom
morfologijom i manje od 2 mitoze/2mm? (10 HPH), bez nekroze i veli¢ine 0,5c¢m ili veéi.
Atipi¢ni karcinoid je tada definisan kao tumor karcinoidne morfologije sa 2-10
mitoza/2mm? i /ili nekrozom( 30,31). Tabela 2

Tabela 2. Dijagnosticki kriterijumi za Tipican i Atipican karcinoid (WHO 2004)

Tipican karcinoid Karcinoidna morfologija tumora sa
manje od 2 mitoze na 2mm? i bez nekroze,
Atipi¢an karcinoid Karcinoidna morfologija tumora sa

2 do 10 mitoza na 2mm? i /ili fokusima nekroze.

2004 WHO Kklasifikacija neuroendokrinih tumora je histoloska klasifikacija koju ¢ine
Cetiri subtipa tumora: tipicni karcinoid (NET niskog stepena maligniteta), atipicni
karcinoid ( NET srednjeg stepena maligniteta). Ova klasifikacija TC i AC svrstava u
bronhijalne karcinoide. Druga dva subtipa NET tumora visokog stepena maligniteta ¢ine
: krupnocelijski neuroendokrini karcinom (Large Cell -LCNEC) i mikrocelijski karcinom
plu¢a (SCLC) (30,31). U ovoj Klasifikaciji definisane su i neuroendokrine lezije koje ¢ine
¢itav spektar , sa jedne strane od hiperplasticnih neuroendokrinih ¢elijskih lezija :
tumorleta 1 difuzne neuroendokrine Ccelijske hiperplazije (DIPNECH), pa sve do
neuroendokrinih tumora visokog stepena maligniteta poput Large cell neuroendokrinih
karcinoma i mikrocelijskog karcinoma sa neuroendokrinom diferencijacijom. Duz ovog
spektra tipi¢ni karcinoidi (TC) 1 atipi¢ni karcinoidni tumori (AC) se smatraju tumorima
niskog i srednjeg stepena maligniteta. Neuroendokrina ( NE) hiperplazija se definiSe kao
proliferacija neuroendokrinih ¢elija, koje mogu biti u obliku pojedinacnih celija ili
¢elijskih klastera u bronhijalnom epitelu. U najve¢em broju slucajeva NE hiperplazija se
javlja kao slucajan nalaz na okolnom tkivu ne vezano za postojanje karcinoida bronha
kod postojanja razli¢itih inflamatornih ili fobroznih promena poput bronhiektazija,
fibroznih promena na plu¢ima sa postojanjem groud glass intersticijumskih promena ili

hroni¢nog apscesa ili tuberkuloze. Ukoliko je NE promena nodularna i manja od 0,5cm



ona se naziva tumorletom i karakteristicno nema mitoza, oblasti nekroze i ima nizak Ki-
67 indeks. Najcesce se detektuje sluajno na CT-u kao subsantimetarski nodul u plué¢ima.
DIPNECH je izuzetno redak nalaz i predstavlja rasprostranjenu NE ¢elijsku hiperplaziju
na disajnim putevima sa pojavom multiplih tumorleta. Ona se smatra preinvazivnom
lezijom i povezana je sa povisenim rizikom od nastanka TC i AC. DIPNECH se moze
javiti 1 u obliku intersticijalne pluéne bolesti sa prate¢om fibrozom plucéa. Postoje dva
oblika manifestacije DIPNECH-a: kao blagi oblik intersticijalne bolesti plu¢a i kao oblik

sa pojavom pluénih nodula, ¢esto udruzenih sa drugim tumorima.

LCNEC je specifi¢an tumor koji iskazuje imunohistohemijske karkteristike i morfoloske
osobine NE tumora visokog gradusa maligniteta kao i karakteristike SCLC(31,32). SCLC

je veoma Cest tumor pluc¢a i ima zasebne epidemioloske, patoloske i klinike karakteristike.

Izmene WHO klasifikacije iz 2015 godine daju dijagnosticke kriterijume za pluéne NET-
e bazirajuéi se na histopatoloskim karakteristikama (Celijska veli¢ina, morfoloske
karakteristike Celije, mitotski indeks, arhitektonski nacin rasta i prisustvo nekroze)(7). Po
ovoj klasifikaciji sve cetiri histoloS§ke varijante NETa plu¢a su prebacene u jednu
kategoriju radi lakse diferencijalne dijagnoze, za razliku od klasifikacije iz 2004. gde su
TC i AC kao karcinoidi bili zasebno grupisani u odnosu na LCNET i SCLC. LCNET i
SCLC su Klasifikovani kao tumori visokog stepena a dobro diferentovani NET-i
klasifikovani kao TC niskog stepena i AC intermedijarnog stepena maligniteta
(7,33,34,35). Dve klju¢ne karakteristike koje pomazu u diferencijaciji pluénih subtipova
NET-a su prisustvo ili odsustvo nekroze i broj mitoza na 2mm? u tumoru. Ovo je razlika
u odnosu na preporuku iz 2004 gde je brojan broj mitoza na polju 10-strukog uvecanja.
TC se definisu kao tumori od minimum 0,5cm sa manje od 2 mitoze na 2mm? vijabilnog
tumora i bez nekroze, dok se AC defini$u kao tumori sa od 2 do 10 mitoza na 2mm2
tumora sa prisusvom nekroze koja je ¢esto fokalna(33,35). Nova Klasifikacija iz 2015.
takode daje preporuke za tumacenje Ki-67 indeksa Celijske proliferacije da bi se
razlikovali NET-i visokog stepena (Ki-67 indeks preko 40%) i NET-i niskog stepena (Ki-
67 indeks manji od 20%), narocCito za male uzorke dobijene biopsijom gde se ¢esto mogu
zameniti karcinoidi sa SCLC. Obzirom na overlap distribucije Ki-67 indeksa izmedu TC
(<5%) 1 AC (<20%) na osnovu ekspresije Ki-67 ne moze se dati pouzdana destinkcija

izmedu dobrodiferentovanih karcinoida( 33,35,36). Obzirom da se na osnovu Ki-67



ekspresije ne moze jasno diferencirati TC od AC pluca , a jo§ manje SCLC od LCNET-
a, preporuke iz 2015 ukazuju da histoloski kriterijumi ostaju osnov za postavljanje
dijagnoze. Histopatoloske razlike izmedu plué¢nih podtipova NETa mogu biti male,
naro¢ito na uzorcima malih biopsija ili citoloskim uzorcima S$to daje razli¢ita tumacenja
u zavisnosti od iskustva patologa, naroCito za diferencijaciju izmedu TC i AC (36).
Proliferativni indeks meren obelezivanjem Ki-67 se ne preporucuje za gradiranje NET a
pluca ali je pokazan kao znacajni prognosticki faktor, sa preporukom da se ukljuc¢ivanje i
ove informacije dodatno uz gradus tumora koristi kao informacija onkolozima da bi se
individualizovala terapija. Za razliku od NETa pluca, proliferativni indeks meren sa Ki-
67 imunohistohemijom je integralni deo vazece klasifikacije gastrointestinalnih
neuroendokrinih tumora (11,35,36). Danas se zna da je uestalost mikstnih tumora pluca
mnogo ¢eSca kada se analiziraju hirurski uzorci u poredenju sa uzorcima bioptiranog
materijala (37). Ustanovljeno je da se mikstni tumori ¢eSc¢e javljaju periferno u plu¢ima
(31,37). Najcesce kombinacije meSovitih tumora koje se javljaju su SCLC i LCNET-a
kao i kombinacije SCLC ili LCNET-a sa adenokarcinomima ili skvamocelijskim
karcinomom pluca (31,38). Kada je LCNET u kombinaciji sa SCLC onda je on blizi
karakteristikama SCLC u poredenju sa ¢isto LCNET. Kombinacije karcinoida sa SCLC
ili LCNET su jako retke (31,38,39,40).

1.4. Patohistologija i morfoloski nalaz kod TC i AC

Tipicni i atipiéni karcionoid plu¢a se prema poslednjoj klasifikaciji Svetske Zdravstvene
Organizacija (WHO) iz 2015.godine opisuju zajedno sa mikrocelijskim karcinomom I
krupnocelijskim neuroendokrinim karcinomom pluc¢a. Nacin rasta oba tipa karcinoida je
uglavnom centralne lokalizacije sa endoluminalanom (odnosno endobronhijalano)
propagacijom u pluéni parenhim i eventualno u intrapulmonalne 1 hilarne limfne noduse.

Mnogo rede karcinoidi pluca nastaju periferno (41).
1.4.1. Morfoloski nalaz kod TC i AC pluc¢a

Kod tipicnog karcinoida ¢elije su uniformne, poligonalnog oblika i granulirane
citoplazme, okruglih i euhromnih jedara , malim nukleolusom i retko do umereno
eozinofilnom citoplazmom(42). Veoma je retko postojanje intracitoplazmatski mukusa.

Nuklearna atipija i pleomorfizam mogu biti jako naglaseni ¢ak i kod TC, tako da se na



osnovu ovih karakteristika ne moze jasno razlikovati TC od AC (29). Kod TC ¢elije grade
rozete, papile i pseudoglandularne strukture, odnosnio imaju organoidan nacin rasta.
Mitoze se ne uocavaju i nema polja nekroze i vaskularne i limfati¢ne invazije. Periferni
TC cesce imaju vretenast tip rasta i ¢esce poseduju polja sa neuroendokrinom c¢elijskom
hiperplazijom i tumorletima u okolnom pluénom parenhimu (do 75% slucajeva).
Postojanje udruzenosti ovih preinvazivnih neuroendokrinih ¢eljskih lezija kod TC, smatra
se da ne utie na prognozu, ali i dalje ne postoji dovoljno podataka o dugogodisnjem
prezivaljavanju kod ovakvih pacijenata (43). AC moze da ispoljava sve obilke
histoloSkog rasta ili citoloskih oblika. Kod AC postoje celularna i jedarna atipija, prisutno
je od 2 do 10 mitoza na 2mm?, postoje polja geografske nekroze i vaskularna i limfati¢na
invazije (41, 44). Na osnovu histoloskog nacina rasta karcinoidi su naj¢esc¢e organoidni i
trabekularni; kod kojih su tumorske ¢elije raporedene u trakama ili gnezdoliko. Vec¢ina
ima dobro vaskularizovanu fibrovaskularnu stromu. Kod nekih karcinoida stroma je
hijalizovana a moze da sadrzi i hrskavicu ili ¢ak kostano tkivo (45). Okolni epitel disajnih
puteva moze da pokazuje neuroendokrinu diferencijaciju sa hiperplazijom, ¢esto i sa
okolnom fibrozom, $to se moze videti kod difuzne idiopatske neuroendokrine celijske

hiperplazije. Ovakav nalaz je ¢e$¢i kod perifernih karcinoida bronha (46,47).
1.4.2. Imunohistohemija TC i AC pluc¢a

Glavna karakteristika tipi€nog 1 atipi¢nog karcinoida je njihova neuroendokrina
diferencijacija odnosno ekspresija neuroendokrinih markera. Neuroendokrini markeri su:
Sinaptofizin, CD56 i hromograninA. Deo tipi¢nih 1 atipi¢nih karcinoida eksprimiraju
Thyreoid transcription factor-1 (TTF-1) s§to dokazuje njihovo pluéno poreklo i
citokeratin. Proliferativni marker Ki-67 sluzi u diferencijaciji tipi¢énog od atipi¢nog
karcinoida pluca (41). NajceS¢e koris¢eni NE imunohistohemijski marker su
Chromogranin, CD 56 i synyptophisin.

1.4.2.1. Synaptophysin: Synaptophisin je poznat kao glikoprotein p38, prvo otkriven u
membrani neurona kao i u hromafinim ¢éelijama medule nadbubrega. Ovo antitelo se
upotrebljava za diferencijaciju normalnih i neoplasti¢nih neuroendokrinih ¢elija, odnosno
smatra se visokospecificnim markerom neuroendokrinih tumora. Imunoreaktivnost se
moze dokazati kod svih tipi¢nih i atipi¢nih karcinoida i kod 50-60% mikrocelijskih

karcinoma bronha (48).



1.4.2.2. CD56: CD56 je visoko specifican marker koji se eksprimira duz membrane
neuroendokrinih ¢elija. Smatra se da je sa sinaptofizinom, CD56 je dovoljan marker za

dijagnostiku neuroendokrinih tumora pluca (49).

1.4.2.3. ChromograninA : Chromogranin A je neuroendokrini marker manje specfi¢an za

neuroendokrine karcinoma pluc¢a nego za one digestivnog trakta (44).

1.4.2.4. Thyreoid transcription factor-1 (TTF-1): Thyroid Transcription factor-1 (TTF-
1), je jedarni specifi¢ni protein transkriptivni faktor koga eksprimiraju Stitnjaca i tumori
Stitnjace kao i adenokarcinom pluca i delimi¢no tipi¢ni i atipi¢ni karcinoidi. od tipi¢nih i
atipicnih karcinoida, kao i u viSe od 90% sitnocelijskih karcinoma pluca sa
neuroendokrinom diferencijacijom 1 u 50% krupnocelijskih karcinoma pluca sa
neuroendokrinom diferencijacijom(44). Postoje i literaturni podaci da TTF-1 moze da
bude eksprimiran u karcinomu dojke i jajnika (50,51).

1.4.2.5. Cytokeratin — AE1/AE3: Tipi¢ni karcinoidi ve¢inom eksprimiraju cytokeratin, ali
je zabelezeno da ih oko 20% ne eksprimira. Tipi¢ni karcinoidi nikada ne eksprimiraju

citokeratine visoke molekularne tezine (poput 34betaE12 i /ili Cytokeratin903) (48).
1.4.2.6. Specificni neuroendokrini markeri

Neuroendokrine ¢elije kao 1 tumori neuroendokrinih celija mogu sadrzati niz
neuropeptida kao 1 hormona koji se mogu koristiti kao specifiéni markeri ovih ¢elija. Ovi
markeri medutim ne moraju biti prisutni u svakoj tumorskoj ¢eliji, a takode nisu ni
specifi¢ni za pojedine tipove tumora. NajceS¢e su ekprimirani u neuroendokrinim
tumorima digestivnog trakta, ali mogu biti i kod NET-a pluc¢a §to se u odredenim
slucajevima 1 klinicki ispoljava u vidu paraneoplasticnog sindroma. Najvazniji
neuropeptidi kao i hormoni koji se mogu pojacano stvarati kod ovih tumora su: bombezin,
serotonin, kalcitonin, somatostatin, vazoaktivni intestinalni peptid (VIP), gastrin
oslobadajuc¢i peptid (GRP), insulin, neuron specificne enolaze (NSE), 5-hidroksi
triptamin (5-HT), 5-hidroksitriptofan (5-HTP), ,,realising® hormon rasta (GHRH),
histamin, dopamin, prostaglandin, gastrin, neurotenzin, adrenokortikotropni hormon
(ACTH) , supstanca P i drugi tahikini (10,52). Kalcitonin, VIP, ACTH se mogu dokazati
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kako kod karcinoida tako i kod mikrocelijskog karcinoma pluc¢a, mada se mogu nacéi i kod
tumora Stitne zlezde kao i karcinoida creva (12,13,23).

1.4.2.7. Proliferativni marker Ki-67: Proliferativni marker Ki-67 je vazan marker u
diferencijaciji tipi¢nog od atipi¢nog karcinoida, kao i1 krupnocelijskih i sitnocelijskih
neuroendokrinih karcinoma pluc¢a. On se eksprimira u jedrima ¢elija (41,44,53). Ki-67
atigen IHC je produkt 10g26.2 gena koji ucestvuje u éelijskoj proliferaciji. On se izrazava
u vidu procenta pozitivih tumorskih ¢elija, tj kao obelezavaju¢ indeks. | dalje ne postoji
definitivni konsenzus vezan za optimalni metod procene Ki-67 indeksa, mada vecine
studija preporuc¢uju manuelno brojanje najmanje 2000 celija u histoloSkom polju. Na
osovu Ki-67 bojenja nizak proliferacioni indeks (<5%) se vida kod TC dok je kod AC
izmedu 5% 1 20%. U malim biopsijama Ki-67 bojenje moze biti korisno da bi se razdvojili

TC i AC u odnosu na LCNEC ili SCLC koji imaju jako visok Ki-67 indeks.
1.5. Topografska lokalizacija

U zavisnosti od lokalizacije primarnog tumora , NET-i se mogu znacajno razlikovati : po

klinickom ponaSanju, dijagnostickim izazovima , terapijskim opcijama kao 1 ishodu.

Gastricki neuroendokrini tumori ¢ine oko 5,4% NET-a. Za ovu vrstu NET-a uocen je
porast incidence u poslednjih deset godina (19). Podeljeni su u tri grupe i to: tip 1)
enterohromafine karcinoide , koji su povezani sa hroni¢nim atroficnim gastritisom , tip
2) karcinoide koji se ¢esce javljaju kod gastrinoma kao i tip 3) karcinoide koji nisu vezani
za predisponirajuce faktore . Karcinoidi tipa 1 i 2 se tretiraju konzervativno: endoskopski
resekcijom uz endoskopske kontrole. Tip 3 karcinoidi se ponaSaju kao adenokarcinomi
ili anaplasticki NET-i i zahtevaju agresivan terapijski pristup (54). PetogodiSnje
prezivljavanje gastrickih NET-a za sve subtipove je oko 74% kada su lezije lokalizovane,

oko 35% sa regionalnim i oko 10% sa distalnim metastazama (55).

Neuroendokrini tumori tankog creva cine oko 24,3% svih NET-a, i 6 do 8 puta su ¢es¢i
u ileumu nego u duodenumu ili jejunumu (6,54). Vecina lezija, preko 60%, se
dijagnostikuje kasno. ProSireni van digestivnog trakta imaju loSu prognozu. Ukoliko se
razviju metastaze na jetri, bioaktivni tumorski produkti mogu da dodu u sistemsku

cirkulaciju i zaobilaze¢i inaktivaciju u jetri daju karcinoid sindrom. Klasi¢no sindrom se
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sastoji od niza simptoma poput: epizoda crvenila koze, dijareje, bronhokonstrikcije,
preznojavanja i abdominalnih bolova a oko 50% pacijenata mogu da imaju i valvularno
oboljenje (56). Petogodisnje prezivljavanje kod pacijenata sa metastazama u jetri je oko
40% dok je ukupno petogodi$nje prezivljavanje oko 64% za celu grupu grupu NET-a
tankog creva.

Neuroendokrini tumori apendiksa ¢ine oko 4,7% svih NET-a (54) , naj¢eSce su mali i
otkriju se incidentalno tokom hirur§kog lecenja (6). NET-i apendiksa imaju najbolju
prognozu u odnosu na sve tipove gastrointestinalnih karcinoida a njihov naj¢esc¢e benigni
tok je verovatno posledica anatomske lokalizacije i bioloSkog ponaSanja samog tumora.
Stope petogodiSnjeg prezivljavanja za lokalizovane lezije, regionalno Sirenje i distalne

metastaze su 94%, 84% i 26% sa ukupnom stopom prezivljavanja oko 83% (19).

Neuroendokrini tumori kolona ¢ine oko 8,8 % svih NET-a i najcesce su (53%)
lokalizovani u cekumu(19). NET-i kolona imaju najlosiju prognozu od svih
gastrointestinalnih karcinoida sa ukupnim 5-to godi$njim prezivljavanjem oko 52% za
lokalizacije u cekumu, 38% i 33% za tumore lokalizovane u transverzalnom kolonu i

48% za lokalizacije u descedentnom kolonu(19).

Rektalni neuroendokrini tumori ¢ine oko 16,3 % svih NET-a(57). NajéeS¢e su
asimptomatski i obzirom da se najceS¢e dijagnostikuju rano,generalno imaju dobru

prognozu sa ukupnim petogodis$njim prezivljavanjem oko 85,4% (19).

Bronhopulmonalni karcinoidi ¢ine 25% do 31% svih karcinoida (19,58). Vecinu
bronhopulmonalnih karcinoida ¢ine TC a ostatak su AC. lako su relativno retki,
bronhopulmonalni karcinoidi su klini¢ki znacajni jer mogu dati metastaze. Njihova rana
dijagnoza 1 adekvatno operativno leCenje obezbeduje kurativnost. Ukoliko se operisu,

prognoza im je dobra (59).
1.6. Rana tumorogeneza pluénih NET-a

Od ranije se smatra da pluéni karcinoidi ( TC 1 AC) 1 mikrocelijski karcinom pluca sa
neuroendokrinom diferencijacijom nastaju od iste serotonin produkuju¢e Kulchitsky
¢elije ( Cesto se naziva i APUD c¢elija ili enterohromafina ¢elija) (60). Bronhijalne

Kulchitsky ¢elije koje se danas nazivaju plu¢ne neuroendokrine ¢elije (PNEC) su prva
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vrsta Celija koje se formira i diferencira iz respiratornog epitela za vreme najranije faze
razvoja pluca (61,62). Ove celije iako morfoloski podsecaju na neuralne Celije, poticu od
endoderma i mogu se nac¢i u nezrelom fetalnom epitelu, deo su difuznog neuroendokrinog
sistema ( NE sistem) ( 63,64). Ove se ¢elije najcesc¢e nalaze kao solitarne, mada ponekad
mogu da budu i u vidu male grupe ¢elija i tada se nazivaju neuroepitelna tela ( NEB-
neuroepithelilal bodies) koja se nalaze u epitelu sa cilijama. PNEC-e ¢ine oko 0,4%
epitelnih ¢elija bronha i imaju bitnu dvojnu ulogu: kao modulatori rasta pluca i pluéne
didferencijacije za vreme prenatalnog razvoja i drugo kao hemoreceptori u disajnim
putevima tokom zivota (65,66). Tokom embrionalnog razvoja PNEC-¢ oslobadaju
serotonin i neuron-specifi¢nu enolazu kao i gastrin- oslobadaju¢i peptid (G-RP) a kod
odraslin NEB daju odgovor na hipoksiju tako $to oslobadaju serotonin i dovode do
lokalno vazokonstrikcije ¢ime se krv usmerava ka bolje oksigenisanim tkivima (67).
Danas postoje radovi koji govore da postoji razlika u nastanku razli¢itih podtipova NET-
a 1 to sa pretpostavkom da SCLC nastaje od normalnog epitela bronha koji stice
neuroendokrine karakteristike. Druga pretpostavka je da postoji zajedni¢ka stem celija
kako za NET-e i SCLC tako i za sve druge NSCLC. Ova druga hipoteza nalazi podrsku
u ¢injenici da postoji niz meSovitih tumora sa kombinacijom i NET-ai NSCLC (31,68).
U studiji  Sutherlenda i saradnika, delovali su vektorima koji deluju nastankom
selektivnih p53 i Rb mutacija na tri vrste celija: (1) Klara Celije i bronhoalveolarne stem
¢elije , (2) PNEC i (3) aleocite tipa II. Iako je najve¢i deo SCLC u ovoj studiji nastao od
PNEC, deo SCLC nastao je i od alveocita tipa Il. Periferni SCLC nastali su na ovaj naci
iskljuéivo od alveocita tipa Il. Ovaj eksperiment je dao moguce objasnjenje i za nastanak
kombinovanih tipove tumora ( SCLC - NSCLC). Istovremeno je pokazano da su PNEC
dale samo centralno nastale SCLC. Ovim istrazivanjem je dodatno ojacana pretpostavka
da ¢elije sva tri tipa ovih tumora mogu nastati od zajednicke prekursor ¢elije (69,70). Ova
studija takode je pokazala da je heterogenost tumora tumacena sposobno$c¢u adaptacije
tumora uz zakljucak da je dodatno prisusvo celija koje nemaju NE diferencijaciju u
sklopu NET-a dovodilo po ¢es¢eg nastanka metastaza (69,70). Danas se takode zna da su
difuzna idiopatska celijska hiperplazija (DIPNECH) i tumorleti prekursorske lezija za
nastanak NET-a. Za obe vrste lezija se zna da takode vode poreklo od zajednicke
bronhijalne ¢elije tipa Kulchitsky ¢elije (31,71).
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1.7. Molekularna patogeneza i prognosticki faktori

Nema mnogo podataka o indukciji malignog rasta ili uticaju faktora rasta na karcinoide ,
ali novije studije ukazuju na uce$¢e niza gena u molekularnoj patogenezi Karcinoidnih
tumora. Za odreden broj karcinoida zeluca studije su pokazale da je gastrin znacajan
faktor rasta (1,43) sa dokazano poveéanom incidencom gastri¢nih karcinoida kod stanja
sa hipergastrinemijom poput: atrofi¢nog gastritisa, Zolinger-Elison sindroma ili
perniciozna anemija. Kod perniciozne anemije i atroficnog gastritisa moze se ocekivati
da 4% do 11% pacijenata dobije karcinoid Zeluca (1,43). Takode i pacijenti sa Zolinger-
Elison sindromom mogu da dobiju karcinoid zeluca, mada su ovi tumori mnogo ¢es¢i kod
pacijenata sa MEN 1 sindromom. Kod pacijenata sa Zollinger-Elison sindromom i MEN1
i gastrickim karcinoidom postoji gubitak alela na Men1 lokusu na hromozomu 11g-13 i

postoji i familijarna predispozicija za nastanak karcinoida (72).

Oko 5% TC i AC su povezani sa multiplom endokrinom neoplazijom tipa 1 ( MEN-1) i
tada se karcinoidi plu¢a mogu javiti familijarno, udruzeno sa postojanjem ovog sidroma.
MEN 1 je familijarni sindrom, sa autozomno- dominantnim nasledivanjem koje
karakteriSe visoka incidenca za nastanak multiplih neuro-endokrinih maligniteta. Za
MEN 1 se smatra da nastaje kao posledica defekta na hromozomu 11q13 koji kodira
610- aminokiselinski nuklearni protein MENIN. Gubitak heterozigotnosti za ovaj lokus
I inaktivacija MEN1 gena mutacijom je ustanovljen kod 26% do 78% karcinoida ( kod
oko 25% atipi¢nih karcinoida kao i 67% tipi¢nih karcinoida). Ove mutacije se ne vidaju
kod SCLC- iveoma su retke kod LCNEC(73) . Mutacije na MENIN genu su objavljenje
kod 18% karcinoida (74).

Koriste¢i komparativne genomicke hibridizacione tehnike, gubici hromozoma 18q 1 18p
su objavljeni kod 33% i 38% gastrointestinalnih karcinoida , ali ne i kod karcinoida
bronha. Obrnuto, delecije 11q ustanovljene su kod 36% bronhijalnih, ali ne i kod
gastrointestinalnih karcinoida (73,74). Najvaznija hromozomska alteracija koja je
karakteristika NE plué¢nih karcinoma ali je retko prisutna kod karcinoida je i delecija
hromozoma 3p. Zakljucak da je 3p gubitak alela skoro uvek prisutan u patogenezi SCLC
I NSCLC potvrduje teoriju o posebnom nastanku pluénih karcinoida u odnosu na ostale
tipove tumora plu¢a. Delecija hromozoma 3p je jedan od prvih dogadaja koji nastaju

kod kancera koji su uzrokovani pusenjem. Delecije 3p prethode drugim hromozomskim
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alteracijama poput delecija 5q, 9p i 17p (75,76,77). Delecija 11q se najéesée vida kod
karcinoida pluca i to ¢eS¢e kod AC i smara se vaznim prognostickim markerom za ove
tumore. Obzirom da se 11q delecija rede vida kod TC u poredenju sa AC ona verovatno
vise predstavlja marker koji ukazuje na agresivnije ponasanje tumora a ne na samu
verovatnocu nastanka ovih tumora (78,79). Delecija 11q je jedina hromozomska aberacija
za koju se moze uporediti ucestalost nastanka i za karcinoide ( 28%) i za NE karcinome
( 32%). Postoji pretpostavka da postojanje ove delecije ukazuje na ovi tumori nastaju od
tkiva pluc¢a obzirom da ona postoji i kod adenokarcinoma plu¢a, mada je verovatnije da
je postojanje ove delecije vise odraz same biologije tumora jer se ona javlja i kod drugih
solidnih tumora poput karcinoma mokraéne besike, dojke, kolorektuma, ceviksa
nazofarinksa, ovarijuma i drugih( 80,81,82). Druge Cesto detektovane genetske alteracije
kod karcinoida plu¢a su gubici:5g,9p,10q i 13g. Gubici 10qi 13q su ¢es¢i kod AC, mada
se mogu se videti i kod LCNEC i SCLC i ukoliko postoje kod AC ukazuju na agresivnije

ponasanje ovih tumora.

Neki od Kkarcinoida mogu nastati kod pacijenata sa difuznom idiopatskom
neuroendokrinom ¢elijskom hiperplazijom (DIPNECH), koja je retka parancoplasticka
lezija koju karakteriSe preinvazivna hiperplazija PNEC-a i postojanje neuroepitalijalnih
tela u respiratornom epitelu (83,84). Ne postoji jasna povezanost izmedu slabo
diferentovanih NET-a pluc¢a i DIPNECH (85). Mehanizmi nastanka i progresije dobro
diferentovanih NET-a pluca su za sada nedovoljno poznati. Ve¢ina TC i AC nastaju de

novo.

Molekuli koji su vazni za proliferaciju tumora, celijski rast, apoptozu, angiogenezu i
metastaziranje naj¢esce su proucavani kao potencijalni terapeutski ciljevi (86). Ispitivanje
novih molekularnih biomarkera u neuroendokrinim karcinoidima pluc¢a znac¢ajno moze
uticati na dalje leCenje ovih tumora. Apoptoza ili programirana Celijska smrt je fizioloSki
oblik ¢elijske smrti koja postoji u nizu normalnih bioloskih procesa poput embriogeneze,
razvoja imunog sistema, sazrevanju celija i diferencijaciji.  Apoptoza  ima
komplementarni ali suprotan efekat ulozi mitoze u regulaciji tkivne homeostaze. Ukoliko
dode do disbalansa u ovoj ravnotezi nastace abnormalna celijska akumulacija u obliku
hiperplazije ili nastanka tumora. Za razliku od nekroze programirana c¢alijska smrt je

kontrolisan proces u kome nema gubitka integriteta ¢elijske membrane ili oslobadanja
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sadrzaja ¢elije. Tokom apoptoze dolazi do skupljanja ¢elije sa kondenzacijom citoplazme
I hromatina uz cepanje DNK. Obzirom da je genetska regulacija apoptoze klju¢na u
nastanku tumorogeneze veliki broj studija bavio se uticajem onkogena i tumor supresor
gena na apoptozu(87,88,89,90). Jedan od najvaznijih mehanizama kojim deluje
antikancerska terapija je delovanje mehanizmom ubijanja kancerske celije apoptozom.
Sem apoptoze tumorskih c¢elija koja je uzrokovana terapijom (hemioterapija ili
radioterapija) , maligne Celije prolaze i kroz spontanu apoptozu. Spontana apoptoza je
opisana u skoro svim tipovima tumora. Ono $to se danas zna je da se stepen spontane
apoptoze u korelaciji sa stepenom reagovanja na specifi¢énu onkolosku terapiju (87). Ova
zapazanja su objasnila 1 stanje opadanja broja malignih ¢elija kod tumora koji nisu leceni,
pri ¢emu se zna da radioterapija pojacava proces spontane apoptoze (88,89). Nekoliko
studija je koriste¢i parafinske kalupe razli¢itih tumora pluca ispitivalo vezu izmedu
apoptoti¢kog indeksa tumora i ishoda lecenja terapijom. Kod patoloskog stadijuma pN1
NSCLC sponatana apoptoza je videna kod 0,2 do 2,8% tumora a spontani apoptoticki
indeks je znacajnije bio visi kod pacijenata sa skvamocelijskim karinomom pluéa u
poredenju sa adenokarcinomom, Sto je bilo u korelaciji sa boljim prezivljavanjem
pacijenata sa skvamocelijskim karcinomom pluc¢a ( 89). Za sada postoji vrlo malo
istrazivanja koja su se bavila ispitivanjem apoptoti¢kog indeksa kod SCLC. U studiji
Josepha i saradnika dokazan je statisticki znacajnije visi apoptoticki indeks kod nelecenih
pacijenata sa SCLC ( u 2 do 20%) u poredenju sa NSCLC ( kod 0,2% do 1%). Kod
pacijenata sa SCLC ocekuje se visi apoptoticki indeks §to je povezano i sa ¢injenicom da
ovi tumori bolje reaguju na hemio i radioterapiju ( 91,92,93). Studije su pokazale da
uticaj na proces apoptoze (pojacavanjem ili usporavanjem apoptoze) uti¢e na ponasanje
i agresivnost malignih tumora, odnosno uti¢e na odgovor na terapiju i prezivljavanje.
Geneticka regulacija apoptoze, odnosno njena deregulacija, od sustinskog je znacaja za
proces tumorogeneze. Proteini p53 i Bax (Bcl2-associated X protein) ucestvuju u
regulaciji Celijskog ciklusa i apoptoze, a postoje podaci da njihove strukturne promene
izazvane mutacijom i izmenjeni nivoi ekspresije u ¢eliji uticu na biologiju tumora u

smislu agresivnosti i podloznosti terapijama zasnovanim na indukciji apoptoze (94,95).

Tumor supresor gen p53 ima klju¢nu ulogu u prelasku ¢elije iz Glu S fazu, gde moze da

blokira ulazak ¢elije u S fazu ili aktivira process apoptoze kao odgovor na ostecenje DNK.
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Protein p53 je klju¢an za odrZavanje genetske stabilnosti jer on reguliS$e normalan
odgovor na oste¢enje DNK ili druge oblike genotoksi¢nog stresa. Ukoliko je gen p53
mutiran gubi se kontrola celijskog ciklusa $to moze voditi ka tumorogenezi. Jedna od
bioloskih aktivnosti p53 tumor supresor gena je modulacija apoptoze. Studije su pokazale
da je prisustvo normalnog ili “wild” tipa p53 proteina povezano sa boljim odgovorom na
radioterapiju, kao i da je gubirak funkcije “wild” tipa p53 bio povezan sa
hemiorezistencijom kod nekih tumora a da je mutacija p53 proteina kod tumora dojke i
kostiju bila povezana sa rezistencijom na radioterapiju (96,97). Smatra se da gubitak
funkcije proteina p53 dovodi do rezistencije na odgovor na radioterapiju kao i da je ovaj
protein vazna determinanta prognoze tumora. Za sada ne postoji dovoljno studija koje bi
ukazale na jasnu vezu izmedu mutacionog statusa p53 i sposobnosti SCLC da ude u
apoptozu ali se zna se da delecija 17p13 regiona koji kodira p53 moze voditi inaktivaciji
ovog proteina kod 75-100% pacijenata sa SCLC (92,98).

Najveci deo danasnjih saznanja o apoptozi bazira se na ispitivanju familije Bcl-2 proteina
koji su vazni regulatori signalnog puta apoptoze sa Bcl-2 proteinom koji ima ulogu da
suprimira i Bax proteinom koji ubrzava ovaj oblik ¢elijske smrti (99). Veci broj studija
pokazao je da Bcl-2 inhibira apoptozom izazvanu ¢elijsku smrt i da je povecana ekspresija
ovog proteina povezana sa hemio i radiorezistencijom tumora. Takode je pokazano da je
ekspresija Bcl-2 proteina ve¢a kod SCLC u poredenju sa NSCLC. Imunohistohemijskim
ispitivanjima tumora utvrdeno da je BCL-2 protein eksprimovan u ve¢ini SCLC ( 65 do
90%) i kod 15 do 46% NSCLC sa ¢es¢om ekspresijom BCI-2 kod skvamocelijskog
carcinoma (25 do 35%) u odnosu na adenokarcinom pluéa ( 10%) (100,101).U studijama
koje su ispitivale korelaciju izmedu Bcl-2 ekspresije i stepena apoptoze kod SCLC nije

potvrden prognosticki znac¢aj ove ekspresije za ishod leCenja carcinoma pluca (102,103).

Obzirom da Bax protein kao pro-apoptoticki protein antagonizuje funkciju Bcl-2
proteina, pokazano je da Bcl-2/Bax odnos odreduje verovatno¢u ulaska u apoptozu
maligne Celije. Takode je pokazano da su su nivoi ekspresije ovih proteina regulisani i
produktom nemutiranog p53 gena. Kod NSCLC je pokazano da visoka ekspresija Bax
proteina postoji kod 47-73% tumora sa Bcl-2/Bax odnosom koji je bio znacajan
prognosticki fakotor za ishod lecenja kod pacijenata sa NSCLC (33). Kod SCLC je

pokazana niza ekspresija Bax proteina i samim tim i nizi Bcl-2/ Bax odnos ( 33,36).
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Uprkos svim ovim ispitivanjima do sada nije dokazana jasna korelacija izmedu ekspresija
Bcl-2, Bax proteina i Bcl-2/Bax odnosa i reagovanja na terapiju kod carcinoma pluca,
odnosno joS§ uvek ne postoje rezultati koji bi ih definisali kao prediktivne i prognostic¢ke
faktore za SCLC.

Obzirom da je efikasnost citotoksi¢nih hemioterapijskih protokola bazirana na
sposobnosti da se tumorska ¢éelija uvede u programiranu ¢elijsku smrt, dokazano je da
smanjena apoptoza korelira sa hemiorezistencijom , koja je poznat fenomen kod NET-a.
Iz tog razloga radene su i studije sa ciljem boljeg ispitivanja apoptoze kod NET-a.
Najcesce ispitivani uticaji na apoptozu kod NET-a su takode su vezani za uticaj ekspresije
Bcl-2 i p53 gena. Ispitivanja su pokazala da je postojanje p53 mutacija povezano sa
¢es¢om progresijom bolesti kao i loSijom prognozom kod NET-a. U poredenju sa SCLC
kod pluénih karcinoida je karaktersiticno da ¢e$¢e imaju “wild” tip p5S3 a samim tim

predstavljaju spororastuc¢e tumore sa boljom prognozom u odnosu na SCLC (104).

Novije studije ukazuju na mogucu razliku u odnosu vrednosti Bcl-2/Bax za NET-e niskog
stepena maligniteta (TC i AC) u odnosu na NET-e visoke agresivnosti (LCNET i SCLC),
sa dominacijom Bax ekspresije kod TC i AC u poredenju sa dominacijom Bcl-2 ekspresije
kod LCNET i SCLC. Postoji samo nekoliko radova koji su analizirali medusobne odnose
ekspresije  Bcl-2 i Bax proteina izmedu TC i AC, uz pretpostavku da je krace

preZivljavanje povezano sa niskom espresijom Bax (95,105,106,107).

ERCC1 (Excision repair cross-complementation group 1) je endonukleaza esencijalna za
popravku DNK oSte¢enja isecanjem nukleotida i smatra se da moZe biti prognosticki i

prediktivni faktor za primenu hemioterapije na bazi platine kod karcinoida pluca (108).

IGF-1R (Insulin-like growth factor 1 receptor) je kljuan za ¢elijski rast i kontrolu
preZivljavanja ¢elija, 1 pokazano je da je od izuzetne vaznosti za transformiSuci potencijal
malignih ¢elija. Njegovom stimulacijom se aktiviraju brojni signalni putevi koji mogu
dovesti do rezistencije na vise tipova terapija, pa je ovaj receptor farmakoloski cilj kod
raznih kancera(109). Kod karcinoida plu¢a IGF-1R moze biti od vaznosti za indukciju
epitelijalno-mezenhimalne tranzicije, procesa koji je verovatno odgovoran za Cestu

pojavu udaljenih metastaza ¢ak i vise od 10 godina nakon inicijalne dijagnoze (110).
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Dopaminski i adenozinski receptori su prepoznati kao novi farmakoloski ciljevi u
neuroendokrinim tumorima pluéa (111,112), a i sama ekspresija ovih receptora moze biti
pokazatelj stepena agresivnosti tumora (113). Poznato je da ovi receptori imaju
sposobnost heteromerizacije a novonastali heteromeri nemaju iste osobine kao
pojedinacni receptori koji ih ¢ine (114,115). Ovo omogucava ciljanje tumor-specifi¢nih
heteromera sa poznatim farmakoloskim osobinama, a ne pojedinac¢nih receptora koji su
eksprimirani na raznim ¢elijama u organizmu. Novija istrazivanja pokazuju da NET-i
imaju pojacanu ekspresiju adenozinskih i1 dopaminskih receptora uz sadejstvo i

histaminskih H3 receptora, $to vodi ka pojacanoj proliferaciji tumora i angiogenezi ( 115).

Analizirajuéi uticaj faktora rasta na karcinoide najéeS€e su ispitivani uticaji:
transformiSuceg faktora rasta alfa, transformiSuceg faktora rasta (TGF) beta, insulinu
sli¢cnog faktora rasta 1, faktor rasta porekla trombocita, vaskularnog endotelnog faktora
rasta, epidermalnog faktora rasta. ( 116). U studiji koja je analizirala potencijal tumora za
pojacanim rastom , analizirana je ekspresija receptora: Ki-67, transformiSuceg faktora
rasta (TGF), epidermalnog faktora rasta (EGF). Uoceno je da je TGF-alfa pojac¢ano
eksprimiran u lezijama ve¢im od Smm, dok je EGF-receptor eksprimiran kod svih lezija,
tako da su autori zakljucili da TGF-alfa i EGFR autokrini mehanizmi mogu biti znacajni
u stimulaciji rasta ovih tumora (117). Nema puno podataka u literaturi o poznatim
prognostickim faktorima za atipican karcinoid plu¢a. U studiji Thomasa i saradnika, od
106 pacijenata sa karcioidima, analize su dokazale negativan prognosticki faktor za visok
mitotski indeks, veli¢inu tumora preko 3,5cm i Zenski pol. U ovoj studiji ukupno 5-to,
10-to i 15-to godisnje prezivljavanje kod AC razlikovalo se u zavisnosti od PH nalaza
tipa tumora ( TC naspram AC) kao i klinickog stadijuma bolesti ( Il1l. naspram IV.
stadijuma). Pacijenti sa AC pluca, leceni hirurski a kod kojih je postojala zahvacenost
regionalnih limfnih ¢vorova imali su znacajnije loSiju prognozu nego ista grupa
pacijenata sa TC (118). Novije studije pokazuju da su alkalna fosfataza i neurokinin A
bolji prognostic¢ki pokazatelji rasta tumora u odnosu na Chromogranin A za metastatske
NET-e(119). lako do sada ne postoje zvani¢ne preporuke, biohemijski markeri koji se
mogu Kkoristiti za procenu aktivnosti NETa su: serotonin, histamin, gastrin, vazoaktivni
intestinalni peptid, glukagon, bradikinin, supstanca P, neurotenzin. Kao histohemijski
indikatori prognoze mogu se koristiti merenja : nivoa ekspresije proliferacionog markera

Ki-67 i p53 tumor supresor proteina (120). Mali je broj studija raden na karcinoidima

19



koje su se bavile moguc¢om ulogom mutacija protoonkogena i promenama na tumor
supresor genima na njihovu patogenezu. Mutacije uobic¢ajenih onkogena poput K-ras
mutacije su retke kod gastrointestinalnih karcinoida. Abnormalnosti na tumor-supresor
genima i onkogenima su ¢eS¢e kod AC u odnosu na TC. Preterana amplifikacija
HER2/Neu , c-myc i c-jun su opisane kod pojedinih celijskih linija porekla
gastrointestinalnih tumora i kod nekih karcinoida. Kod bronhijalnih karcinoida pojacana
ekspresija c-fos, c-jun i c-met nastaje rano dok visoka ekspresija c-myc i L-myc nastaje
kasnije. Promene na retinoblastoma genu retke su kod tipi¢nih karcinoida, mada se mogu
javiti kod AC. Mikrosatelitska nestabilnost je retka kod karcinoida (121).Ukupan broj
alteracija uocenih kod metastaza karcinoida bronha je znacajno veci nego kod primarnih
tumora, Sto ukazuje na akumulaciju genetskih promena tokom progresije tumora. Gubici
na 18q i 11q su bili prisutni i kod primarnih tumora kao i kod metastaza , dok su gubici
16q detektovani samo kod metastaza(122). 1z svih ovih studija ima se utisak da su kod
karcinoida bronha c¢eS¢e delecije i mutacije na hromozomu 11, dok su kod
gastrointestinalnih karcinoida ¢eS¢e mutacije na 18q. Ovi zaklju¢ei mogu da ukazuju da

neuroendokrini tumori ove dve subgrupe nastaju razli¢itim molekularnim putevima.

Na osnovu dostupne literature za NET-e pluca i dalje , postoji problem da se definise i

prepozna maligni potencijal rasta, koji bi znacajno uticao na terapijski stav.

1.8. Klini¢ka slika

Veéina pacijenata sa dobro diferentovanim TC i AC bronha ima inicijalno prisutne
simptome. Simptomi koji se pominju u literaturi prisutni su kod 52% do 92% pacijenata
(123,124). Najcese prate¢i simptomi kod NET-a su: kasalj (kod 32% pacijenata),
hemoptizije ( kod 26% pacijenata) i pneumonija ili rekurentne pluéne infekcije ( 24%
pacijenata ) $to predstavlja klasi¢an trijas simptoma. Tabela 3. Ovi simptomi nastaju kao
posledica opstrukcije lumena disajnog puta tumorom. (125). Obzirom da je vecina dobro
diferentovanih NETa pluca lokalizovana centralno i to : u glavnom (10%) ili lobarnim
bronhima ( 75%) , simptomi kod ovih tumora najées¢e su posledica same lokalizacije
tumora. Centralno lokalizovani tumori naj¢eS€e se prezentuju sa opstruktivnim

respiratornim simptomima (posledica tumora koji opstruise veliki disajni put) i to u vidu:
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kaslja, hemoptizija, dispneje, bola u grudima, zvizdanja u grudima i pneumonitisa. Neki
od ovih simptoma mogu imitirati Astmu ili Hroni¢nu opstruktivnu bolest plu¢a (126).
Filloso opisuje 14,2% pacijenata koji su leceni kao bronhijalna astma i do tri godine pre
nego je otkriven tumor (124). U drugim studijama opisano je i do 41% pacijenata koji su
inicijalno imali bronhijalnu opstrukciju (125). Ostali simptomi koji se mogu javiti su:

temperatura, nelagodnost u grudima ili bol, unilateralni vizing i nedostatak vazduha.

Za razliku od karcinoida centralne lokalizaicije, periferno lokalizovani tumori su ¢esce
asimptomatski ili sa nespecificnim simptomima. U istrazivanju koje je obuhvatilo 1928
pacijenata ustanovljen je da je 50% pacijenata imalo neki od postoje¢ih simptoma i do 2

godine pre postavljanja dijagnoze ( 127).

Znacajan deo pacijenata prezentuje se asimptomatski, 1 kod ovih pacijenata dijagnoza
karcinoida postavlja se daljim ispitivanjima, obi¢no nakon rutinski radjenih radiografija

pluca na kojima se uoci tumorska promena.

Najcesci prezentujuci simptomi, objavljeni u literaturi od strane razli¢itih autora,

navedeni su u Tabeli 3.

Tabela 3. Najcesci prezentujuci simptomi ( na osnovu podataka iz literature)

Ucestalost ( %)
Kasalj 1/ili dispneja 5—65
Febrilnosti i/ ili inflamacija 17-50
Hemoptizije 18 - 40
Bol 5-20
Karcinoid sindrom 1-5
Bez simptoma 20 - 60

Pacijenti sa tipi¢nim karcinoidom (TC) plu¢a najceS¢e imaju inicijalno simptome i oni
mogu perzistirati 1 godinama pre postavljanja definitivne dijagnoze. Naj€eS¢e simptomi
su posledica same lokalizacije ovih tumora. Centralno lokalizovani TC daju simptome
kao posledicu parcijalne ili kompletne bronhoopstrukcije ili sekundarno kao posledicu
izrazene vaskularizacije. Kasalj, hemoptizije i rekurentne pluéne infekcije u istom

plu¢nom segmentu ili lobusu su najéesc¢i simptomi TC. Unilateralni vizing i bronhijalna
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astma refraktarna na terapiju , bol u grudima i pleuralne efuzije su rede moguéi simptomi
ili znaci. Bronhijalna opstrukcija koja duze perzistira moze distalno da dovede do
lokalnih bronhiektazija $to moze dovesti do parcijalne ili kompletne destrukcije distalnog
plu¢nog tkiva. TC mogu biti povezani i sa paraneoplastickim sindromom koji nastaje kao
posledica stvaranja i sekrecije razli¢itih produkata u sistemsku cirkulaciju. Mali, periferni
TC su najcesc¢e asimptomatski i otkrivaju se incidentalno na radiografijama pluca.

Iako je vise od 90% NET-a plu¢a nefunkcionalno, ukoliko su funkcionalni, prisutni
simptomi mogu biti posledica oslobadanja razli¢itin peptida od strane tumorskih ¢elija (
42,128). Kod hormonski aktivnih tumora nastanak razli¢itih simptoma u zavisnosti je od
porekla tumorske celije kao i efekata oslobodenih bioaktivnih produkata (serotonin,

kateholamini, dopamin, histamin, gastrin, glukagon, prostaglandini i drugi).

Karcinoid sindrom je relativno redak i javlja se kod samo 1 do 5% bronhijalnih
karcinoida, kod oko 20% karcinoida tankog creva i kod manje od 5% neuroendokrinih
tumora druge lokalizacije. Karcinoidni sindrom je posledica je sistemskog oslobadanja
vazoaktivnih supstanci, naroCito 5-HT. Sindrom se medutim javlja kod preko 80%
pacijenata sa bronhijalnim karcinoidom i metastazama u jetri, dok se kod lokalizovanog
karcinoida bronha, kakva je ve¢ina TC, manifestuje sporadi¢no i to vise kod tumora Koji

su veli¢ine preko 5cm (129,130).

Klinicki se ovaj sindrom manifestuje sa akutnom dijarejom, koznim flaSevima,
palpitacijama, epizodama bronhokonstrikcije 1 nastankom desnostrane sréane
insuficijencije kao 1 poremecajima spavanja. Kao posledica paraneoplasticnog fenomena
( ektopi¢na produkcija i sekrecija adenokortikotropnog hormona) kod NET-a je mogu¢ i
Kusing sindrom koji se javlja kod oko 1-2% pacijenata sa karcinoidom bronha (129).
Akromegalija i hipoglikemija se retko javljaju kod ovih pacijenata (130). Merenja
specifi¢nih markera karcinoidnog sindroma poput vrednosti 5-hydroxy-indolaceti¢ne
kiseline (5-HIAA) u urinu, ima nisku senzitivnost kod bronhijalnih karcinoida, ali ukoliko
je pozitivna pomaze pri proceni odgovora na terapiju. Kod TC sa aktivnom sekrecijom
hormona bronhoskopska manipulacija tumorom za vreme dijagnosicke ili hirurSke
procedure moze da dovede do izazivanja takozvane karcinoidne krize, $to je potencijalno
zivotno ugrozavajuca situacija koju karakteriSe iznenadna sistemska vazodilatacija sa

edemom pluca koja moze da dovede pacijenta do kardiovaskularnog kolapsa i gde je
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potrebno staviti pacijenta na mehanicku ventilaciju (131,132). To je osnovni razlog zbog
koga operacije velikih karcinoida bronha zahtevaju uces¢e muiltidisciplinarnog tima
lekara (131). Jo$ jedna komplikacija u sklopu karcinoid sindroma je i fibroza trikuspidne

valvule, koja vremenom moze dovesti do desnostrane insuficijencije i pluéne hipertenzije

(58).

Bronhijalni karcinoidi su najc¢es¢i uzrok ektopi¢ne ACTH sekrecije, ali uprkos tome
Kusing sindrom se javlja kod samo 1% do 2% pacijenata sa karcinoidom. ACTH
sekretujuéi karcinoidi su ¢esciu grupi TC nego AC. Ovi tumori su najées¢e male periferne
lezije koje se ne mogu videti na radiografiji plu¢a kod 1 do 40% pacijenata. 1z tog razloga
je savet da se kod svih pacijenata kod kojih postoji ACTH zavistan Kusingov sindrom
uradi CT grudnog kosa (133). Klini¢ki znaci hiperkotizolizma mogu biti slabost,
hipertenzija, intolerancija glukoze, hipokalemija, alkaloza gubitak tezine, anemija i

hiperpigmentacija.

Bronhijalni karcinoidi su takode naj¢es¢i uzrok ekstrapituitarne sekrecije GHRH (70%)
, mada je akromegalija vrlo retko prisutna kod pluénih karcinoida sa samo oko 50
slu¢ajeva opisanih u literaturi. Klinicka slika akromegalije se naj¢es¢e povuce nakon

kompletne hirurske resekcije (134).
1.9. Dijagnostika karcinoida bronha

Karcinoidi bronha spadaju u sporo rastu¢e neoplazme i Cesto predstavljaju znacajan
dijagnosticki i terapijski izazov. Primarni tumor je u trenutku postavljanja dijagnoze
najcesce mali a klini¢ki simptomi c¢esto odsutni sve do trenutka nastanka metastaza.
Izmedu 15 do 25% NET-a mogu da ispolje sinhronu ili metahronu udruzenost sa drugim
tumorima (najc¢es$¢e sa adenokarcinomima, ¢esto lokalizovanim u kolonu) (135). Ova
udruzenost je verovatno posledica dejstva faktora rasta koje oslobada tumor, a koji
ubrzavaju fenotipske promene  kod osetljivih c¢elija 1 indukuju neoplasticku
transformaciju (135,136). Smatra se da je zbog sporog rasta karcionoida prose¢no vreme
od nastanka maligno promenjene ¢elije do klinicki i radiografski manifestacije tumora

minimum 5 do 7 godina.

Za postavljanje dijagnoze karcionoida bronha najéesce se koriste imidzing metode:

radiografija plu¢a i kompjuterizovana tomografija plu¢a (CT). CT pluca se koristi kako
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dijagnosticki, tako i pri definisanju klinickog stadijuma bolesti §to je neophodno radi
donosenje odluke o modalitetima leCenja. Za definitivno postavljanje dijagnoze
karcionoida bronha potrebna je patohistolo$ka verifikacija Samog tumora, pri ¢emu je
bronhoskopija osnovna metoda neophodna kako za dobijanje tkivnog uzorka tako i za
procenu operabilnosti. Endoskopski, ovi tumori najées¢e su lokalizovani centralno, u
velikim disajnim putevima i vide se kao glatki, dobro vaskularizovani tumori koji krvare
na dodir (126,137).

Fiberopticka bronhoskopija je najefikasniji i osnovni metod za dijagnostiku bronhijalnih
karcinoida. Iako se tumor moze dijagnostikovati i citologijom sputuma ili iglenom
aspiracijom, ove metode su naj¢es¢e nedovoljne, tako da je u najveéem broju slucajeva
potreban uzorak tumora dobijen bronhoskopskom biopsijom. Makroskopski i TC i AC
formiraju Cvrste, jasno ograni¢ene, dobro vaskularizovane tumore, Zuto- mrke do crvene
boje. Karakteristika TC je da on najc¢esce raste endobronhijalno. Mukoza iznad tumora
moze biti intaktna ili sa ulceracijama a Cesto postoji skvamozna metaplazija. Tumor
obicno na dodir krvari. AC ceS¢e raste ekstrabronhijalno ka okolnom plu¢nom
parenhimu. Kod periferno lokalizovanih tumora, endoskopski, tumor ne mora biti vidljiv,
odnosno endoskopski je ¢eS¢i nalaz indirektnih znakova tumora ili endoskopski potpuno
normalan nalaz. Vizuelno uocljiv tumor koji raste intrabronhijalno i koji moZe da
opstruira lumen bronha moze biti indikativan za karcinoid bronha (138). Kod 35-70%
bronhopulmonalnih karcinoida dijagnoza se postavlja fiberoptickim bronhoskopom. |
dalje postoji malo informacija vezano za mesto novih bronhoskopskih metoda ( eho-
endoskopija, fluorescentna bronhoskopija, i mikrobronhoskopija) a sa cijem povecanja
senzitivnosti dijagnostike. Za periferne lezije CeS€e se koriste metode endoskopski
transbronhijalne biopsije ili CT-om vodene transtorakalne biopsije. U odredenim

slu¢ajevima definitivna dijagnoza se postavlja tek nakon dijagnosticke torakotomije.

WHO Kklasifikacija ovih tumora daje preporuku da se imunohistohemijski markeri koriste
za potvrdu dijagnoze NETa pluca, pre svega: Chromogranin A, Synaptophysin i CD 56.
Ovi markeri medutim ne mogu da daju distinkciju izmedu TC i AC (7,139).

Merenja biohemijskih markera: merenje 5-hydroxyindole-3aceticke kiseline (5-HIAA)
koja je degradacioni produkt serotonina ima specificnost od 88% za serotonin

produkujuc¢e tumore. Treba napomenuti da hrana bogata triptofanom ( poput banana,
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avokada, Sljiva, paradajza i sl.) moze da dovede do povecanja vrednosti ove kiseline.

Visoke koncentracije 5-HIAA u urinu ¢e$¢e oznacavaju losiju prognozu (140).

Chromogranin A je kiseli glikoprotein rastvorljiv u vodi koji se nalazi u sekretornim
granulama NET-a i moZe se Koristiti kao tumor marker iz plazme. Iako su vrednosti
chromogranina-A iz seruma veoma senzitivne (99%) , nisu i specifi¢ne, jer sem kod NET-
a mogu biti povisene i kod mikrocelularnog karcinoma i karcinoma prostate (141). Nivo
Chromogranina A u plazmi je u korelaciji sa veli¢inom tumora i moze se koristiti za
pracenje terapijskog napretka kod NET-a (140). Lazno pozitivne vrednosti medutim

mogu se javiti kod bubrezne insuficijencije ili atrofi¢nog gastritisa.

CT toraksa i NMR toraksa su efikasne metode za detekciju i lokalizaciju i primarnog
tumora kao i metastaza sa ukupnom senzitivnosti od oko 80% . AC se najcesée prezentuje
lokalizovan periferno. Kalcifikacije mogu biti prisutne i do 30% tumora i to najcesce
puktiformne ili difuzne. TC se na CT-u grudnog kos$a najc¢esce prezentuje kao okrugla ili
ovoidna masa koja suzava ili opstruira disajni put. Tumor je najéeS¢e dobro

vaskularizovan 1 lokalizovan blize centralnim vazduSnim putevima, c¢esto i1 na

bifurkacijama (126,142).

Iako su radioloske metode nezamenljive u dijagnostici NET-a, danas postoje i druge
dovoljno senzitivne i specificne metode za detekciju i lokalizaciju NET-a i njihovih
metastaza. To se pre svega odnosi na funkcionalna ispitivanja nuklearnim imidzing
tehnikama a pre svega upotreba somatostatin receptor scintigarfije (SRS) sa koris¢enjem
radioobelezenih somatostatinskih analoga (SSA) koja su se pokazala kao osetljiva metoda
za otkrivanje lokalizacije plu¢nih karcinoida kao i otkrivanje metastaza, obzirom da
veéina TC 1 AC ( 80%- 90%) eksprimira somatostatinske receptore (26,117). Ova metoda
se moze koristiti i radi postavlja indikacija za terapijsku primenu somatostatinskih
analoga (SSA) (4). Somatostatin produkujuce ¢elije postoje u mnogim organima u telu.
Ovaj peptid moze postojati u CNS-u, gde je neurotransmiter. Prisutan je u
neuroendokrinim ¢elijama u gastrointestinalnom traktu, u D -¢elijama pankreasa, Stitnoj
zlezdi, nadbubrezima, prostati, bubrezima. Obzirom da prirodni somatostatin ima kratak
polu-zivot danas postoje dugodeljuéi sintestski analozi somatostatina kao §to su :
octreotide i lanreotide. Scintigrafija sa 111 Indium-obelezenim lanreotidom (octreoscan)

je vazna metoda detektovanja neuroendokrinih tumora. Procedura je bazirana na
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pretpostavci da 80% neuroendokrinih tumora prezentuje tip-2 somatostatinske receptore
za koje se mogu vezati tumor-specifi¢ni radioaktivno obelezeni receptorski analozi (143).
Postoji pet poznatih subtipova somatostatinskih receptora (sst1, sst2, sst3, sst4, sst5) koji
su klonirani iz humanog tkiva. 70-90% NET-a eksprimira multiple subtipove receptora
sa dominacijom sst2 i sst5 receptora (144). Radioobelezeni analozi somatostatina kao §to
su 111-In-pentetreotid, In-octreotide i In-lanreotide se najcesce koriste u somatostatin
scinitgafiji receptora (SRS), da bi se detektovali i lokalizovali NET-i. Ukupna
senzitivnost 111 In-octreotid i 111 In-lanreotide scintigrafije je 93%, odnosno 87% (
statisti¢ki bez razlike izmedu ove dve metode)(145). Ove metode medutim nekada ne
mogu da detektuju NET-e ukoliko je veli¢ina tumora jako mala, kao i zbog smanjenog
eksprimiranja somatostatinskih  receptorskih subtipova kod metastaza u jetri  (u
poredenju i sa normalno visokim vrednostima somatostatinskih receptora u jetri). Stepen
SRS pozitivnosti u poredenju sa normalnim hepati¢kim vezivanjem je od dijagnosticke
vrednosti ( senzitivnost 80 -90%). Stepen SRS pozitivnosti takode je od koristi i pri
odredivanju terapijskih efekata leCenja somatostatinskim analozima kao i sa
radioobelezenim somatostatinskim analozima (146). Takode, kod pacijenata sa
mikrocelularnim karcinomom octreoscan se moze Koristiti za detekciju primarnog
tumora, ali se kod ovog tipa tumora distalne metastaze rede detektovane ovom metodom
(147,148).

Iako se u literaturi opisuje visoka specifi¢nost i senzitivnost metode, u studiji Dan
Granberga iz centra za radioligiju u Upsali, (Svedska) primarni tumor u plué¢ima je bio
detektabilan octreoscanom kod 81% pacijenata , za razliku od CT koji je detektovao
tumor u 94% slucajeva. Takode, detektovao je metastaze u jetri kod 64% pacijenata kod
kojih su one bile vidljive na CT-u. CT se takode pokazao kao senzitivniji i u prikazivanju
broja metastaza u jetri (149). Vezano za ovaj podatak vazno je reci da je znacajan procenat
bronhijalnih karcinoida (oko 30%) ,somatostatin receptor negativno, $to je i potvrdeno u
studiji Dan Granberga (71% karcionida bronha bilo je octroscan- pozitivno). Ipak,
imajuci u vidu ¢injenicu da je relaps bronhijalnog karcinoida najcesc¢e sistemski, a ne
lokalni, octreoscan je pogodna metoda za skrining relapsa kod selektiranih pacijenata.
Posto bronhijalni karcinoidi daju metastaze kasno, ¢esto i nakon vise godina, vazno je
pratiti pacijente dugo, i ponavaljati snimanje octreoscan metodom. Vrednost octreoscan

metode je nezamenljiva kod pacijenata koji imaju ACTH- produkujuc¢i tumor i KusSing
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sindrom a kod kojih se primarni tumor ne moze lokalizovati CT-om ili bronhoskopijom.
Obzirom da kod ovakvih pacijenata moze da prode i po vise godina do postavljanja
dijagnoze primarnog tumora, u ovakvim sluc¢ajevima octreoscan je metoda veoma vazna
u detekciji primarnog tumora (150,151). Vazno je znati da octreoscan moze biti pozitivan
1 kod drugih oboljenja pluca , pre svega kod granulomatoznih bolesti poput sarkoidoze,
kod pneumonija, ali i kod malignih limfoma kao i meningeoma i o tome treba voditi
ratuna kada se metoda radi inicijalno pri postavljanju dijagnoze primarnog

neuroendokrinog tumora pluca (152,153).

Pozitron emisiona tomografija (PET) detektuje akumulaciju kratko Zivecih izotopa-
radioobelezenih bioloSki supstanci kao Sto su F-fluorodeoxyglukoza i radioobelezeni
prekursori serotoninske sinteze C-5-hydroxytriptofan. U studiji u kojoj su poredeni efekti
PET sa SRS i CT imidzing metodama pokazano je da PET 5-hydroxytriptofan
identifikovao lezije kod 95% pacijenata a kod 58% slucajeva je vizuelizovao veci broj
lezija u poredenju sa SRS i CT metodom. Kombinacija SRS ili PET metode sa CT ili
NMR metodom je visoko efikasna obzirom da daje senzitivnost od 96-100% za detekciju
NET-a (142,154). Jedan od problema vezan za dijagnozu NET-a je i nedostatak
konsenzusa izmedu postojecih dijagnostickih algoritama. NCCN ( National
Comprehensive Cancer Network) preporuke za lecenje SCLC daju listu savetovanih
dijagnostickih procedura za postavljanje dijagnoze TC i AC ukoliko se na osnovu biopsije
postavi sumnja na ove tumore (155,156). NCCN preporuke vezane za NET-e¢ medutim
ne definisu potrebu da se uradi definitivna potvrda ovih tumora biopsijom i ne daju jasne
smernice vezane za dalje definisanje i pristup razli¢itim subtipovima NET-a (155,156).
Zarazliku od toga ENETS ( European Neuroendocrine Tumor Society ) preporuke za TC
I AC daju detaljni algoritam za dijagnostiku u slu¢aju sumnje na TC ili AC, preporuke
koje su bazirane na kori$¢enju imidZing metoda, histopatoloSkoj evaluaciji, genetskim

analizama i analizama biohemijskih parametara (157).
1.10. Stejdzing

lako nije specifican za NETe pluca, TNM stejdzing sistem koji se koristi za
nemikrocelijske karcinome plué¢a ( NSCLC) se moze primeniti i na NET-e pluéa (33).
Upotreba TNM Klasifikacije za stejdzing TC i AC, je od prognostickog znacaja za
ukupno prezivljavanje ( Overall survival — OS) (5,6,158). Obzirom da i TC i AC mogu
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da metastaziraju u regionalne limfne ¢vorove kao i da daju sistemske metastaze, upotreba
TNM stejdzing sistema za ove tumore diprinosi donoSenju bolje terapijske odluke i
individualnom pristupu le¢enja ovih pacijenata. U odnosu na TC, AC je agresivniji tumor
koji ¢eS¢e daje udaljene metastaze (26%) 1 CeSée zahvata regionalne limfne ¢vorove (
36%). TC iako manje agresivan po svom bioloSkom ponaSanju, takode moze da da i
metastaze u regionalne limfne ¢vorove (9%) kao i distalne metastaze ( 4%). 1z ovog
razloga AC ima loSije 5-godisnje kao i 10-godiSnje prezivljavnje. lako je prognosticka
uloga TNM stejdzinga za TC 1 AC priznata, u buduénosti ¢e verovano postojati potreba
da se redefiniSe veli¢ina tumora ( T) koja odreduje stejdzing NET-a obzirom da su
grani¢ne vrednosti koje definiSu T stadijum kod NSCLC 3cm-5cm i 7cm a da je veéina
karcinoida veli¢ine do 3cm u najveéem dijametru u trenutku postavljanja dijagnoze
(33,159).

1.11. Prognoza

Patoloski spektar neuroendokrinih tumora pluca kre¢e se od tumora niskog gradusa
maligniteta (TC) preko intermedijernog gradusa (AC) do agresivnih tumora visokog
gradusa maligniteta kao $to su LCNEC i SCLC (126,157). lako postoji mesto ovih tumora
u WHO Kklasifikaciji tumora pluca 1 pleure sa kriterijjumima za razliite podtipove NE
tumora, tacan maligni potencijal 1 medusobne razlike izmedu podvrsta ovih tumora jos

uvek nisu definisani.

Za celu grupu bronhopulmonalnih NET-a histoloske karakteristika tumora (broj mitoza,
stepen nekroze, vaskularna invazija i stepen nuklearnog polimorfizma) imaju znacajan
uticaj na prezivanje. Na osnovu dosadaSnjih saznanja, ne postoji nijedan utvrden
biomarker za ove tumore koji bi jasno definisao pacijente sa povecanim rizikom od
nastanka relapsa bolesti ili kasnih metastaza. S obzirom da ovi tumori ¢ine samo 1 do 5
% svih tumora pluca, u poredenju sa nesitnocelijskim karcinomom pluca, za NET-e pluc¢a

ne postoje definisani ni prediktivni niti prognosticki biomarkeri (5,6,126).

Karcinoidi razlicite lokalizacije se medusobno razlikuju po svojoj agresivnosti. Po
lokalizaciji, najveci procenat AC i inicijalno metastatski prosirenu bolesti daju pankreasni

karcinoidi, zatim karcinoidi kolona i tankog creva. Za razliku od njih karcinoidi larinksa,
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ovarijuma, apendiksa, rektuma i plu¢a su ¢es¢e TC i u trenutku postavljanja dijagnoze

bez metastatske prosirenosti( 33,158).

Stope prezivljavanja kod pacijenata zavise kako od primarne lokalizacije karcinoida kao
i od agresivnosti tumora i proSirenosti bolesti (6,86,158). Studije su pokazale da se za
ukupno sve tipove karcinoida stope 5-godisnjeg prezivljavanja krecu od 11% - 86% i
da su najbolje je za karcinoide apendiksa (86-100%), zatim karcinoide pluca (77-87%);
rektuma ( 62-72%); tankog creva (42-73%) ; kolona i zeluca (42-75%) (159,160). Glavna
determinanta prezivljavanja je prisustvo metastaza u jetri ¢ije prisustvo predstavlja glavni
negativni prognosticki faktor. Obim lokalne invazije tumorom je vazan prognosticki
faktor vezan za verovatnocu nastanka metastaza u jetri. Verovatnoca regionalne invazije
tumorom, nastanak metastatske bolesti kao i smanjeno prezivljavanje su u direktnoj

korelaciji sa veli¢inom primarnog tumora (161).

Na osnovu dostupne literature, za karcinoide pluc¢a, najvaznije varijable koje uticu na
prognozu su: starije godiSte pacijenta, dijametar tumora ve¢i od 3cm, T stadijum i
zahvacenost limfnih ¢vorova ( N stadijum) (58,161). Za sve pluéne NET-¢ histoloska
karakteristika tumora, broj mitoza, stepen nekroze, vaskularna invazija i stepen
nuklearnog polimorfizma imaju znac¢ajan uticaj na prezivanje. HistoloSke karakteristike,
povecan mitotski indeks, nuklearni pleomorfizam, vaskularna ili limfaticka invazija
takode se koriste pri klasifikaciji tumora na histoloski tipi¢ne i atipi¢ne, tako da ova

razlika ima 1 najvazniji uticaj na prognozu tumora.

Za pacijente koji imaju karcinoidni sindrom srednje preZivljavanje od nastanka simptoma
je od 3,5do 8,5 godina i sam Kkarcinoidni sindrom je povezan sa smanjenim
prezivljavanjem. Uvodenjem somatostatinskih analoga u terapiju prognoza ovih
pacijenata je poboljSana. Karcinoidna kriza kao najtezi oblik karcinoidnog sindroma

moze akutno da ugrozi zivot pacijenta (162,163).

TC su definisani kao spororastu¢i tumori bioloSki benignih karakteristika i dobre
prognoze ( 5-godisnje prezivljavanje 87 do 89%) (29,164). Poznato je medutim, dai TC
imaju osobinu da mogu da daju metastaze ( u 5% do 20% slucajeva), i to najéeSée u
regionalne limfne zlezde ali i udaljene, u jetru ili kosti, $to znacajno uti¢e na prognozu

(6,164). Karakteristi¢no za ove tumore je da mogu da daju udaljenje metastaze i nakon 5
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do 10 godina od operacije zbog ¢ega je i 10-to godisSnje prezivljavanje ovih pacijenata
mnogo loSije nego Sto bi se pretpostavilo na osnovu njihovih osnovnih karakteristika
(3,5,164). Za razliku od njih AC agresivniji su po bioloskom ponaSanju i inicijalno 30 do
70% pacijenata sa AC ima zahvacenost limfnih zlezda ili udaljene metastaze (5,164). AC
se smatraju tumorima srednjeg stepena maligniteta i imaju loSiju prognozu od tipi¢nih.
Njihovo petogodisnje prezivljavanje je 44-78% (3,5,165,166). Cak i nakon potpunog
hirurSkog odstranjivanja, bronhijalni karcinoid je maligni tumor koji moze da rezultira

lokalnim ili distalnim relapsom bolesti (164,167,168).

U poslednjih 30 godina, zapaZeno je znacajno opadanje 5-to godiSnjeg prezivljavanja za
celu grupu bronhopulmonalnih karcinoida, ( sa 84,7% na 47,3%) Sto se mozda moze
objasniti i povecanim interesovanjem za ove tumore gde se koriS¢enjem specifi¢nih
neuroendokrinih markera, &e$¢e postavlja dijagnoze ovih tumora. Cak i nakon potpunog
hirur§kog odstranjivanja tumora, vazno je znati da je bronhijalni karcinoid maligni tumor
koji moze da rezultira lokalnim ili distalnim relapsom bolesti. Kod pacijenata kod kojih
se sumnja na relaps bolesti, pogotovo u slu¢aju sumnje na metastatsku bolest, SRS i CT
su neophodni za pazljivu evaluaciju rezidualne bolesti kao i za planiranje adekvatne
terapijske strategije. Bolje poznavanje bioloskih karakteristika ovih tumora kao i
njihovog malignog potencijala neophodno je da bi se izabrala adekvatna strategija lecenja
za razliCite podtipove ovih tumora. Obe vrste tumora karakteristicno mogu da daju relaps
bolesti i nakon pet do deset godina od operacije zbog ¢ega je jako vazno dugogodisnje

pracenje ovih pacijenata (33,34,169,170).
1.12. Terapija

Vecina pacijenata sa karcinoidima razli¢itog porekla, ima metastatsku bolest. Ovo
narocito vazi za karcinoide porekla gastrintestinalnog trakta. Za karcinoide pluca koji su
cesce inicijalno resektabilni hirurska resekcija tumora i lokalno limfnih zlezda je i dalje
jedini kurativni nacin leCenja. Ostali terapijski modaliteti kao §to su bioterapija sa
somatostatinskim analozima ili interferonom, hemoterapija novim citostaticima i
peptidna receptor radioterapija su efikasne metode , ali pre svega sa ciljem stabilizacije

bolesti i palijacije simptoma.

30



1.12.1. Hirursko leéenje karcinoida bronha

HirurSka resekcija je terapija izbora kod pacijenata sa lokalizovanim TC ili AC i ona
predstavlja jedini oblik kurativnog leCenja za resektabilne karcinoide bronha. (
157,155,156) Nakon hirurske resekcije stope i 5-godisnjeg i 10-godiSnjeg prezivljavanja
za TC su vece od 90% , a za resektovani AC stope 5-godisnjeg prezivljavanja su 70% a
10-godisnjeg 50% (170,171,172,173). Za primenu adjuvantno hemioterapije danas ne
postoje jasne preporuke , niti postoji konsenzus po pitanju adjuvantno primene hemio i
/ili radioterapije ( 155,156). U NCCN preporukama za NET-e ne pominje se uloga
sistemske hemioterapije u adjuvantnom rezimu, ali se jasno daje preporuka za operisane
pacijente sa SCLC u prilog primene adjuvantno hemio i radioterapije ( 155). ENETS
preporuke daju savet da se u adjuvantnom rezimu kod AC kada su postojali pozitivni
limfni ¢vorovi primeni hemioterapija , dok se kod pacijenata sa TC primena adjuvantno

hemioterapije ne preporucuje (157).

Smatra se da je za bronhopulmonalne TC ( koji su ¢eS¢e centralno lokalizovani)
konzervativna resekcija ( sleeve resekcija, wedge resekcija ili segmentektomija)
preporucena hirurska metoda (174,175). Za AC postoji pitanje da li konzervativne
metode hirurgije predstavljaju adekvatan hirurSki pristup a narocito ako su zahvaceni i
regionalno limfni ¢vorovi. Obi¢no se za ovaj tip tumora preporucuje ekstenzivnija
hirurSka intervencija poput lobektomije ili pneumonektomije sa disekcijom limfnih
¢vorova. Smatra se da ovakav pristup obezbeduje minimalan rizik od rekurence bolesti

(176,177,178,179).

Kod pacijenata sa uznapredovalom bolesti i metastazama hirurSko lecenje se takode moze
primeniti ukoliko je radikalna resekcija primarnog tumora moguca i ukoliko postoje
uslovi da se uradi metastazektomija, odnosno operativno uklone sve meta promene (
preporuka kod pacijenata sa manjim brojem metastaza ili pojedinaénim meta promenama

sa ciljem kurativnog lecenja) (157).

Hirurska resekcija samostalno ili u kombinaciji sa drugim terapijskim opcijama moze
biti palijativno terapija izbora kod pacijenata sa inkopletno resektabilnom bolesti posto

je pokazano da ovakav terapijski pristup poboljSava srednje prezivljavanje, smanjuje
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optere¢enje organizma tumorskim ¢elijama, poboljSava kontrolu simptoma i sprecava

komplikacije (180).

Studije su pokazale da je kod vecine karcinoida verovatnoca nastanka relapsa bolesti sa
pojavom sistemskih metastaza u korelaciji sa veli¢inom primarnog tumora kao i
zahvacenosti regionalnih limfnih Zlezda, tako da se 1 obim hirurske resekcije planira u
skladu sa stejdzingom primarnog tumora. Resekcijom, lokalno ili regionalno, nodalno

metastatske bolesti pokazano je da se kod nekih pacijenata moze postici izleCenje (181).

Za vanpluéne karcinoide hirursko lecenje je terapija izbora. Za tumore do Icm veli¢ine
lokalizovane u apendiksu i rektumu preporucuje se apendektomija kao i lokalna resekcija
tumora (181,182). Za tumore lokalizovane u tankom crevu, obzirom da sklonost ka
metastaziranju nije u korelaciji sa veli¢inom tumora obicno se preporucuje klasi¢an
hirurski pristup kao i za druge maligne tumore sa Sirokom resekcijom limfatika (183). Za
gastri¢ne karcinoide le¢enje zavisi od toga da li postoji prisustvo hipergastrinemije (tip I
1tip IT) ili ne ( tip II). U slu€aju postojanja hipergastrinemije i ukoliko je veli¢ina tumora
manja od lcm le€enje moze biti 1 hirurSki endoskopski. Ukoliko je tumor veci od 1cm ili
ukoliko postoji lokalna invazija preporucuje se totalna gastrektomija. Za gastri¢ne tumore
tipa II koji imaju tendenciju agresivnijeg rasta preporucuje se agresivniji hirurski pristup

sa resekcijom lokalno limfatika (184).

Zbog nedovoljno prospektivnih klinickih trajala sa pacijentima sa uznapredovalim
karcinoidima bronha , danas ne postoje jasne terapijske preporuke za leCenje pacijenata
sa uznapredovalom , metastatskom bolesti. Terapijske opcije ovih pacijenata danas,
ukljuéuju primenu: SSA ( octreotida i lanreotida), bioloSke terapije ( everolimus,
sunitinib, bevacizumab), interferona, hemioterapije kao i PRRT ( za NET-e koji
eksprimiraju SSTR) ( 155,156,157).

Nove ENETS smernice leCenja za pacijente sa uznapredovalim TC i AC daju preporuku
da se odluka o  sistemskoj terapiji karcinoida bronha bazira na patoloskim
karakteristikama tumora ( mitotski indeks kao i Ki-67), SSTR ekspresiji i brzini rasta
tumora (157,185).
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1.12.2. Terapija SSA i Bioterapija

Somatostatinski analozi su terapija izbora za simptomatske pacijente sa karcinoidima.
Somatostatinski analozi koji se koriste su: octreotide, lanreotide ili njihovi dugo delujuéi
—depo oblici (octreotide LAR-long acting release i lanreotide SR- sustained release). Ovi
agensi deluju putem nekoliko mehanizama ali najvazniji je inhibicija sinteze serotonina
kojim se klini¢ki poboljsavaju simptomi flasSinga i dijareje i koji mogu dovesti do

smanjenja vrednosti 5-HIAA u urinu.

Postoji 14 klasa serotoninskih receptora (5-HT receptori). Antagonisti 5-HT1 i 5-HT2
kao $to su cyprohaptadine i ketanserin obi¢no ne mogu da uti¢u na flasing ali mogu da
smanje gastrointestinalne tegobe poput dijareja. Antagonisti 5-HT3 receptora kao $to su
ondasetron, tropisetron i alosetron obi¢no mogu da kontroliSu nastanak dijareja i
mucnine, kao i povremeno flasinga (128,129,132,186). Prednizon u dozi od 20 mg na dan
moze da dovede do poboljsanja simptoma flaSinga ali ne deluje na kontrolu
gastrointestinalnih tegoba. Prirodni somatostatin dovodi do smanjenja simtoma kod
pacijenata sa karcinoidnim sindromom. Njegovo kori§¢enje je ograni¢eno kratkim polu-
zivotom ( 2-3 minuta) ovog leka. Zato se danas u terapiji koriste somatostatinski analozi
kao §to su octreotide ( sa poluvremenom eliminacije 90 minuta) i lanreotide. Ovi lekovi
su danas terapija izbora za kontrolu simptoma kod pacijenata sa karcinoidnim sindromom
. Oni imaju visok afinitet vezivanja za receptore tipa 2 i 5, nizak afinitet vezivanja za
receptore 1 i 4, a srednji afinitet za receptore tipa 4. Daju se subkutano na 6 do 12 sati.
(187,188) Efektivno dovode do smanjenja simptoma kao i smanjenja nivoa hormona.
Octreotide sniZzava nivo oslobadanja 5-HT 1 neuropeptida K tako Sto direktno deluje na
¢elije tumora. U analizama 62 publikovane studije octreotide je dao efikasnu kontrolu
simptoma kod preko 80% pacijenata. (189) Kod preko 70% pacijenata ostvareno je
smanjenje nivoa 5-HIAA od 50%. Preporuka je da se kod pacijenata sa karcinoidnim
sindromom 1 blagim do umerenim simptomima lecenje zapo¢ne sa 100mg s.c. na 8 sati.
Postoji individualan odgovor na ove lekove 1 neki pacijenti zahtavaju 1 viSe doze, 1 do
3000mg/dan. (190) Ova terapija daje kod oko 60% pacijenata potpunu kontrolu simptoma
u trajanju od prosecno 2,5 godine. Analozi somatostatina se generalno dobro toleriSu i
terapija dugodeluju¢im analozima somatostatina je danas najbolja terapijska opcija da bi

se dobio biohemijski odgovor i kupirali klini¢ki simptomi , naro€ito kod pacijenata sa
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gastrointestinalnim NET-ma. Ova vrsta terapije medutim, u praksi, retko dovede do
tumorske regresije. Klinicka studija Aparicija i saradnika sa ili subkutano datim
octreotidom 100 mcg tri puta na dan, ili i.m datim dugodeluju¢im lanreotidom na 14 dana
kod uznapredovalog karinoida doveli su do stabilizacije bolesti kod 57% pacijenata a
samo kod jednog pacijenta od 35 dali su parcijalan odogovor (191). U studiji Ricija i
saradnika na 15 pacijenata sa uznapredovalim karcinoidom i terapijom
sporooslobadaju¢im octreotidom 20 mg na 4 nedelje dala je parcijalni odgovor kod samo
jednog pacijenta i stabilnu bolest kod 40% pacijenata (192). Razvojem oblika
somatostatina sa produzenim dejstvom olakSana je terapija pacijenata. U praksi se daje
octreotide LAR ( Long Acting Release) , koji se daje mesec¢no i lanreotide SR ( Sustained
release), koji se daje na dve nedelje. Svi preparati sa produZenim dejstvom podjednako
su efikasni kao i ne- depo oblici. Nezeljeni efekti terapije somatostatinskim analozima su
obi¢no minimalni i najéesce su to bol na mestu uboda inekcije, mucnina i dijareja kod 15
% pacijenata. Ovi nezeljeni efekti su kratkotrajni i ne uti¢u na le¢enje pacijenata.
Nezeljeni efekti koji mogu nastati kao posledica duzeg davanja somatostatinskih analoga

su steatoreja, smanjena tolerancija na glikozu i1 pojac¢ano stvaranje kamena u Zuc¢noj kesi.

Rezultati lecenja slicni octreotidu su dobijeni i1 za lanreotide. Objavljene objektivne i
biohemijske stope odgovora su izmedu 50 i 70% (193,194). Podaci ukazuju da octreotide
1 lanreotide mogu imati 1 direktan antitumorski efekat Sto dovodi do redukcije veli¢ine

tumora kao i stabilizacije daljeg rasta.

SRS kao metoda koja demonstrira postojanje ili odsustvo somatostatinskih receptora,
koristi se da selektuje pacijente koji bi mogli povoljno da odgovore na terapiju
somatostatinskim analozima. Studije su pokazale da kod pacijenata sa TC i AC ( tumori
koji imaju visok broj tumor somatostatinskih receptora) selekcija pacijenata za terapiju
se procenjuje na osnovu intenziteta vezivanja tokom SRS odgovora, a sa ciljem da se
selektuju pacijenti sa indikacijom za primenu somatostatinskih analoga. Pacijenata kod
kojih je to vezivanje manje ili ga nema po pravillu nisu kandidati za terapiju SSA
(195,196,197).

NCCN preporuke za primenu octreotida i lanreotida za selektovane pacijentesa NET-ima
i SCLC odnose se na pacijente sa simptomima karcinoidnog sy i /ili postojanjem
pozitivnog octreotide skena ( 155,156). ENETS preporuke za primenu SSA u prvoj liniji
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odnose se za pacijente sa postojanjem izrazenih simptoma ( KuSing ili karcinoidni
sindrom) a obzirom na Cinjenicu da veéina pacijenata sa TC i AC ( oko 70%) ima
pozitivan SSTR status; ENETS preporuke za prvu liniju SSA takode se odnose na
pacijente koji imaju sporo progresivan TC ili AC sa niskim proliferativnim indeksom (

ki-67 manji od 10%) a ukoliko postoji izrazeno pozitivan SSTR status (157,185).

Pacijenti sa karcinoidnim sindromom ¢esto imaju povremeno epizode dijareaja sa
napadima crvenila. Najc¢eSce se terapijski preporucuje izbegavanje stresa ili stanja koja
dovode do epizoda flasinga. Mogu se dati suplementi sa nikotinamidom (181). U praksi
se pokazalo da su kod pacijenata koji su imali karcinoidne krize opasne po Zivot, analozi
somatostatina efikasni 1 za terapiju poremecaja kao i u prevenciji mogucéeg nastanka
karcinoidne krize koja moze biti posledica precipitiraju¢ih faktora kao $to su hirurska
intervencija, anestezija, hemoterapija ili stres. Preporuka je da se pacijentima sa
karcinoidima a koji su planirani za operativno leCenje da 150-250mg octreotida
subkutano na 6-8 sati, 48 sata pre uvodenja u anesteziju. Za pacijente koji primaju
hemoterapiju preporuka je da prime 250-300mg octreotida subkutano , 1-2 sata pre
zapocinjanja hemoterapije. Nakon leenja pacijenata sa karcinoidnim sindromom
savetuje se izbegavanje hrane koja moze da precipitira nastanak simptoma, a takode 1

alkohola.

Pacijenti sa vizingom se le¢e bronhodilatatorima — pre svega salbutamolom koji deluje
preko beta-adrenergickih receptora i ne dovodi do flasinga. Moze se ordinirati i
aminofilin. Za blagu dijareju preporucuje se loperamid. Ukoliko postoji srana
insufiijjencija daju se diuretici uz ostalu kardiolosku terapiju i obavezno redovno
kardiolosko pracenje pacijenta. Ukoliko karcinoid sindrom perzistira daju se antagonisti

serotoninskih receptora ili somatostatinski analozi.

U farmakoloskoj terapiji NET-a se Koriste i interferoni (IFN-alfa, IFN-gama i humani
leukocitni interferon). Interferon alfa je efikasan u terapiji karcinoidnog sindroma. Daje
se samostalno ili u kombinaciji sa embolizacijom hepati¢ke arterije. Terapijski efekt
usmeren je na smanjivanje simptoma koji su posledica hormonalne hipersekrecije kod
NET-a i terapijski efekti su sli¢ni sa efektima somatostatina. Razlika je u vremenu koji je
potreban da dode do terapijskog odgovora obzirom na to da somatostatinski analozi

reaguju odmah a interferoni odloZeno. Biohemijski odgovor na interferone je umeren,
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moguci su nezeljeni terapijski efekti koji su ¢es¢i nego kod somatostatinskih analoga.
Terapija interferonom je indikovana kod selektovanih pacijenata a terapijska doza se
odreduje individualno za svakog pacijenta (165,166,198). Preporu¢ena doza interferona
je 5-10 IU tri do pet puta nedeljno, sa individualno prilagodavanjem doza. Moguci
nezeljeni efekti su malaksalost, temperatura, porast vrednosti transaminaza ili
hematoloska toksi¢nost. Pojedina studije su pokazale da se kod i do 20% pacijenata koji
su leceni interferonom moze ocekivati objektivan odgovor na leCenje sa smanjenjem
veli¢ine tumora i produzavanjem prezivljavanja. Pacijenti sa karcinoidnim sindromom
koji ne odgovore na terapiju pojedina¢no okteotidom ili interferonom-alfa, mogu se leciti
kombinacijom ovih lekova.Takode se kod pacijenata sa izrazenim karcinoidnim
sindromom moZe kombinovati hepaticka embolizacija sa interferonom ili hemoterapijom.
Hemoembolizacija je istovremeno embolizacija uz hemoterapiju cisplatinom,
doxorubicinom, mitomycinom i takode se moze kombinovati sa inerferonom

(156,157,165,166,198).
1.12.3. Hemioterapija

Sistemska hemoterapija je vazna terapijska opcija kod pacijenata sa uznapredovalim i
neresektabilnim karcinoidima bronha. Za razliku od pacijenata sa malignim
neuroendokrinim pankreasnim tumorima gde hemioterapija predstavlja osnovni
modalitet leCenja, kod pacijenata sa karcinoidima bronha ona ne pokazuje ocekivani
terapijski efekat. Iako vezece preporuke savetuju primenu hemioterapije kod pacijenata
sa uznapredovalim karcinoidom bronha, samo mesto hemioterapije u odnosu na druge
modalitete leCenja, kao 1 u odnosu na druge oblike sistemske terapije nije jasno
definisano. Takode ne postoje jasne preporuke o primeni hemoterapije kod pacijenata sa
karcinoidima bronha, u neoadjuvantnom ili adjuvantnom rezimu. Veéina preporuka je
stava da bi hemoterapiju trebalo primenjivati samo kod pacijenata sa uznapredovalom
bolesti ili sa izrazenim simptomima. Dosadasnja iskustva sa hemoterapijom, naZalost nisu
ohrabruju¢a. U terapiji karcinoida bronha su koriSCeni razli¢iti citostatici i kao
monoterapija i u kombinovanim rezimima ali bez veleg terapijskog odgovora.
Hemoterapija kod ovog tipa tumora Cesto je pracena sa nezeljenim efektima. Stope
terapijskog odgovora na monoterapiju razli¢itom citostaticima su samo 5 -10% . Najcesce

koriS¢eni citostatici u leCenju karcinoida bronha su: cisplatina, karboplatina, etopozid,
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doxorubicin, 5-fluorouracil. U faza Il studiji kod uznapredovalih karcinoida sa
metastazama, monoterapija paclitaxelom dala je ukupnu stopu terapijog odgovora od
samo 8%, | uz znaCajne hematoloSke nezeljene efekte (156,157). Ukupne stope
terapijskog odgovora ispod 30% su registrovane kod primene 5-fluorouracila,
dacarbazina i temozolomida ( bilo za monoterapiju ili kombinovanu terapiju). Ni
kombinacije sa 5-fluorouracilom i streptozocinom ili oxaliplatinom nisu dale bolje stope

terapijskog odgovora ( 191).

Zna se da kombinovana hemoterapija daje terapijski odgovor kod 20-30% pacijenata sa
karcinoidom bronha ali rezultati leCenja citostaticima su i dalje nezadovoljavajuci.
Obzirom na hemorezistentnost karcinoida, sa nezadovoljavaju¢im rezultatima lecenja a
znacajnim toksic¢nim efektima hemoterapije, a uzevsi u obzir da postoje odli¢ne opcije za
simptomatsku terapiju uznapredovale bolesti, poput octreotida ili interferona, primena
hemoterapije i jasno definisani terapijski protokoli i dalje ne postoje kod pacijenata koji

imaju uznapredovalu bolest (156,157,200).

Nedostatak vaze¢ih hemioterapijskih preporuka rezultat je i nedovoljnog broja
prospektivnih ili retrospektivnih studija koje se odnose na terapiju uznapredovalog TC ili
AC. NCCN preporuke za celu grupu NET-a hemioterapiju pominju samo za pacijente sa
uznapredovalom bolesti kod kojih ne postoje druge terapijske opcije a kod TC i AC pluca
se preporucuje primena hemioterapijskog platinskog dubleta ( cisplatina- etopoizid) u

prvoj liniji za pacijente sa uznapredovalim TC i AC (156,201,202 ).
1.12.4. Molekularna terapija

U novije vreme sve vise je studija faza Il i 11l koje ispituju dejstvo molekularne teapuje
na NET-e. Ispituje se efekat dejstva inhibitora receptora tirozin kinaza,(c-kit, PDGF-R,
EGFR inhibitori) . Dokazano je da c¢elije NET-a pojacano eksprimiraju receptore za
PDGF-R (alfaibeta) i EGFR. Obzirom na taj podatak smatra se da bi leCenje inhibitorima
receptora tirozin kinaza moglo imati terapijskog znacaja. Eksperimentalno je dokazan
efekat Imatiniba na celije NET-a ali je u studiji faze Il samo 1 od 27 pacijenata je imao
terapijski odgovor (203). Plu¢ni karcinoidi nemaju ¢este mutacije EGF- Receptora, tako
da su iskustva sa inhibitorima tirozin kinaza nedovoljna, iako se za Erlotinib pokazalo da

moze imati klinickog benefita kod pacijenata sa plu¢nim karcinoidima. U trajalu sa
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gefitinibom kod 40 pacijenata sa progresivnim, metastatskim karcinoidima, takode je
dobijen slab terapijski odgovor (204). Obzirom da bronhopulmonalni NET-i eksprimiraju
pojacano i receptore za VEGF,, u fazi II studije sa octreotidom uz Bevacizumab
pokazano je poboljSanje prezivljavanja u grupi koja je primala Bevacizumab, u poredenju

sa octreotidom u kombinaciji sa interferonom (205).

Klini¢ka iskustva za primenu molekularne terapije kod pluénih NET-a i dalje su
nedovoljna. Primena Bavecizmaba, Sorafeniba i Sunitiniba kod plu¢nih NET-a i dalje je
ograni¢ena samo na klini¢ke studije. Prva pivotalna studija RADIANT-4 sa koris¢enjem
inhhibitora rapamicina ( Everolimus- mtor inhibitor ) na pacijentima sa plu¢nim NET-
ima ( n= 90) pokazala je benefit u korist primenen Everolimusa u odnosu na placebo (
mediana PFS-a 9,2 meseca prema 3,6 meseca, HR=0,50; 95% CI) . U ovoj studiji najceée
primecéeni nezeljeni efekti ove terapije bili su: stomatitis ( 61%), dijareja ( 26%),
malaksalost ( 32%), infekcije ( 23%), ras (35%) i periferni edemi ( 27%) ( 201,202 ). Na
osnovu iskustva ove (RADIANT -4) studije kao i odobrenja za primenu Everolimusa kod
pacijenata sa uznapredovalim TC 1 AC ocekuje se ukljucivanje Everolimusa u zvani¢ne

preporuke za prvu terapijsku liniju kod uznapredovalog karcinoida bronha (185,205).
1.12.5. Radioterapija

Radioterapija se kao standardna terapija koristi kao palijativni metod le¢enja kod
pacijenata koji su razvili metastaze u CNS-u ili u kostanom sistemu kao i u slucaju

kompesije na ki¢meni kanal.

Tumor-usmerena radioaktivna terapija koja se koristi godinama (206) unazad medutim
ima ukupne stope odgovora ograniene sa ciljem pobolj$anja simptoma kod 30-40%
pacijenata uz postignut i biohemijski odgovor kod 7 do 10% pacijenata. (207) Terapijska
metoda koja koristi 111-indium, 90-ytrium ili 177-lutetium radionuklide koji se vezuju
za somatostatinske analoge sve viSe pokazuje dobre razultate. Ovom metodom se koriste
radionuklidi koji se vazuju za somatostatinske analoge i ciljano deluju na ¢éelije koje imaju
pojacanu ekpresiju somatostatinskih receptora. Ova metoda je selektivna, dejstvo je
usmereno prema tumoru i peritumorskim c¢elijama sa relativnom postedom okolnog
zdravnog tkiva. Uprkos tome postoji umerena izlozenost kosStane srzi i bubrega ( tokom

ekskrecije) radioaktivnim suspstancama. (208) Tumor usmereno lecenje radioaktivnim
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somatostatinskim analozima se razvija intenzivno naro€ito unazad nekoliko godina i
danas najefikasniji oblik Peptid Receptorske Radionuklidne Radioterapije ( PRRT) je
koriS¢enje 177-Lu vezanim za somatostatinki anallog DOTA-Tyr-octreotate. 177Lu-
DOTA-Tyr octreotat ( LU-DOTATATE) daje stope odgovora oko 35% i obezbeduje
stabilizaciju bolesti kod 80-90% pacijenata. NajéeCe se u praksi koristi u terapiji
gastrointestinalnih NET-a. (209) U studiji sa 41 pacijentom koji je le¢en ovom metodom,
dvogodis$nje prezivljavanje je postignuto kod 76% pacijenata sa neuroendokrinim
tumorima. Pacijenti koji su imali karcinoid sindrom imali su znacajno poboljsanje
simptoma uz dobro tolerisanje ovog oblika terapije. NezZeljeni efekti mogu biti citopenija
i povracanje (209). lako danas ne postoje studije 111 faze vezane za koris¢enje PRRT kod
TC i AC , na osnhovu drugih rezultata, pre svega faze Il studije ( n=34), pokazana je
antitumorska aktivnost 177Lu-DOTATATE kod pacijenata sa uznapredovalim TC i AC
uz postignutu medijanu PFS-a ( 20,1 mesec prema 15,7 meseci ) i stope kontrole bolesti
80% prema 47% kod uznapredovalog TC u odnosu na AC (210).

1.12.6. Le¢enje hepatic¢kih metastaza

Hirursko le€enje se Cesto koristi u terapiji hepatickih metastaza kod NET-a. Najcesce se
radi citoreduktivna hirurgija sa izolovano resekcijom metastatke promene, mada se moze
raditi i transplantacija jetre. Citoreduktivna hirurgija meta promena u jetri se narocito
preporucuje kod pacijenata sa funkcionalnim metastazama u jetri. ( 211) U nekoliko
studija sa pacijentima koji su imali metastaze u jetri 1 koji su hirurski leceni resekcijom
tumora, dobijena su znacajnije bolja 5-godisnje prezivljavanja. (212) Kod 20% pacijenata
kod kojih je radena resekcija metastaza , 1 koji su praceni u jednoj studiji, nivoi 5S-HIAA
su bili normalni a postignuto je 10-to godisnje prezivljavanje od 100%. (181) Uloga
citoreduktivne ili debulking hirurgije kod pacijenata kod kojih nije moguce ukloniti ceo

tumor nije potpuno definisana i jako je malo studija koje se bave ovim problemom.

Transplantracija jetre je efikasna ali kontroverzna metoda i moZe se koristiti kod strogo
selektovanih pacijenata (213).Embolizacija hepaticke arterije, sa ili bez intraarterijske
hemoterapije je povezana sa poboljS$anom kontrolom simptoma i biohemijskim
odgovorom kao i smanjenim optereenjem organizma tumorskim celijama (214). Kod
ove metode, medutim, uvek postoji rizik da nastane karcinoidna kriza, tako da je

indukciono primena somatostatinskim analozima obavezna kod ovog tipa hirurske
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intervencije (214,215). Najces¢i citostatici koji se koriste pri hemoembolizaciji su
cisplatina, doxorubicin, mitomycin. U devet studija gde su praceni efekti
hemoembolizacije postignuto je smanjenj tumorske mase kod 33-100% pacijenata. Jedna
studija je pokazala dobijeno smanjenje tumorske mase od 84%. Procedura okluzije
hepaticke arterije ili embolizacije nosi i odredene nezeljene efekte poput mucnine,
povracanja, bolova i temperature. U teze komplikacije spadaju hepatorenalni sindrom,
sepsa, perforacija zucne kese ili nekroza, krvarenje, formiranje apseca, i nezeljene efekte,

na zalost , mozemo ocekivati kod oko 12% pacijenata (215).

Krioablacija i radiofrekventna ablacija se takode mogu koristiti . Obe metode pokazuju
obecavajuce rezultate vezane za citoredukciju tumorskih metastaza i imaju mesto narocito
kod pacijenata kod kojih hirursko leCenje nije moguce. Krioterapija se pokazala
korisnom, naro¢ito kod postojanja simptomatskih neresektabilnih metastaza sa
postignutom odli¢nom palijacijom kod veéine pacijenata. Potencijalni rizik ove metode
su moguca oSteCenja bilijarnog trakta i vaskularnih struktura koje su u okolini tumora
(216).
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2. CILJEVI

a)

b)

Ispitivanje razlike u ekspresiji gena za ERCC-1, Bax, Bcl2, p53 i IGF-1R, kod
tipi¢nog 1 atipi¢nog karcinoida bronha;

Korelacija izmedu navedenih utvrdenih nivoa ekspresija gena kod tipi¢nog i
atipicnog karcionoida bronha sa demografskim karakteristikama pacijenata,
klinickim karakteristikama tumora, vrstom leenja kao i ukupnim prezivljavanjem
pacijenata;

Definisanje prognostickog znacaja utvrdenih nivoa prekomerne ili smanjenje
ekspresije pojedinih ispitivnih gena kod tipi¢nog i atipi¢nog karcinoida bronha,
odnosno definisanje potencijalnih biomarkera
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3. MATERIJAL | METODE

Pacijenti

- U ovo istrazivanje ukluen je ukupan broj od 52 pacijenta (26 TC i 26 AC) sa
histopatoloSkom dijagnozom primarnog plué¢nog neuroendokrinog tumora koji su

leCeni na Institutu za pluéne bolesti u Klinickom Centru Srbije

- Istrazivanje je planirano kao kohortni tip studije.

- Ispitivani bolesnici su podeljeni u dve grupe jednake veli¢ine: grupa koja ima tipi¢ni
karcinoid bronha (26 pacijenata) i grupa sa atipicnim karcinoidom bronha (26
pacijenata).

- Zbog Cinjenice da se radi 0 veoma retkom tipu tumora kao i potrebe za dugotrajnim
pra¢enjem ovih pacijenata, istrazivanje je sprovedeno kod obolelih koji su leceni u
period od 1997. godine do 2012. Godine na Insitutu za pluéne bolesti u Klinickom
Centru Srbije

- Informisani pristanak je dobijen od svih pacijenata i istraZivanje je odobreno od strane
Etickog odbora Klinickog Centra Srbije kao i od strane Kolegijuma Klinike za

pulmologiju u Klinickom Centru Srbije

- U istraZivanje su ukljuceni samo pacijenti kod kojih je sprovedeno hirursko lecenje

tumora

- Napravljena je baza podataka pacijenata i analizirani su: demografski parametri
pacijenata ( pol 1 starost pacijenata), patohistoloski pod-tip tumora, klinicke
manifestacije bolesti, patoloski stadijum bolesti koriste¢i UICC (International Union
Against Cancer) TNM stejdzing sistem, vrsta leCenja i ukupno prezivljavanje

pacijenata.

Histoloske analize i imunohistohemija

- Histoloski uzorci 1 nalaz svih uklju€enih pacijenata su bili pregledani od strane dva
eksperta, specijalista klinicke patologije, i konsenzus misljenja je postojao za sve

patoloske nalaze.
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- Blokovi svakog tumora su bili odvojeni uz pripremu formalinom fiksiranih
parafinskih blokova ( FFPE- Formaline-fixed, paraffin-embedded) i spremljeni za
dalji rad uz isecanje 4-6 listi¢a debljine 10 um. Delovi tumorskog tkiva su bojeni
rutinskom metodom hematoxylinom i eozinom i dodatno na imunohistohemijske
analize.

- Dijagnoza je postavljena u skladu sa kriterijumima WHO klasifikacije za karcinome

pluca ( 1999) gde su TC i AC jasno definisani i diferencirani (7).

RNA extrakcija i cDNA sinteza

- Ukupna RNA je bila ekstrahovana iz 2-5 10 um debljine FFPE tkivnih sekcija koriste¢i
RNeasy FFPE Kit (Qiagen) 18-hour pomocu Proteinase K procesa. RNA koli¢ina i
Cistoa procenjeni su spektrofotometrijski koriste¢i BioSpec-nano (Shimadzu
Scientific Instruments). Komplementarna DNA (cDNA) je pripremljan koristeci
nasumicne prajmere sa RT-PCR. 2pug ukupna RNA je koriS¢ena kao templejt za
MultiScribeTM Reverse Transcriptase (50 U/uL) koriste¢i High-Capacity cDNA
Reverse Transcription kit (Applied Biosystems). Reakcija je bila sprovedena u
krajnjem volumenu od 20 pL, koristec¢i slede¢i program: 25°C tokom 10 min, 37°C

tokom 120 min, i inaktivacijana 85°C tokom 5 min.

Quantitative Real Time PCR (gRT-PCR)

Nivoi Bax (RefSeq. NM_001291428.1), Bcl2 (RefSeq. NM_000633.2), TP53 (RefSeq.
NM_000546.5), ERCC1 (RefSeq. NM_001983.3) i IGF1R (RefSeq. NM_000875.4)
MRNA su detektovani metodom quantitative real-time PCR (gQRT-PCR) Kkoristeéi
TagMan® Gene Expression Assays i TagMan® Gene Expression Master Mix, (Applied
Biosystems). PCR reakcije su radene na ABI Prism 7500 Sequence Detection System
(Applied Biosystems). Ne-templejt kontrole su bile ukljucene pri svakoj amplifikaciji.
Uslovi termalnog procesa su se sastojali iz inicijalno koraka denaturacije na 95°C tokom
10 min a nakon toga je sledilo 40 ciklusa denaturacije (15 sec na 95°C) i
annealing/extension (1 min na 60°C) do finalnog volumena od 20 pL. Sve reakcije su

radene trostruko, i fluorescenca double stranded produkata je pracena u realnom
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vremenu. Da bi se iskljucile varijalcije koje bi bile posledice razli¢itog inputa ukupne
MRNA u reakciji, rezultati genske expresije su uporedivani sa internim genom,
glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenazom (GAPDH, RefSeq. NM_002046.5).
Podaci su analizirani koriste¢i klasi¢ni delta-delta-Ct metod, i rezultati su izrazeni u

relativnim jedinicama.

Statistcka obrada

Za testiranje normalne distribucije podataka, Kolmogorov—Smirnov i Shapiro-Wilk
testovi su koriS¢eni. Descriptivne metode statistickih analiza (frekvencija, procenti,
mean, median, standardna devijacija /SD/ I opseg) su skori§¢eni pri sumiranju podataka.
Nivo statisticke znacajnosti je postavljen na 0=0.05 i Bonferroni korekcija je radena za
multipla testiranja za isti set podataka. Za poredenje karakteristika bolesti I lecenja,
izmedu razli¢itih subgrupa, Kruskal-Wallis, Wilcoxon rank sum, Pearson chi-square i
Fisher exact testovi su koriS¢eni. Receiver Operating Characteristics curve (ROC) metod
je primenjen za ispitivanje dijagnostickog potencijala za IGF-1R, p53, Bax, ERCC1, Bcl2
I Bcl2/Bax za PH podtip tumora (AC/TC)). Isti metod je koriSéen i za odredivanje
prognostickog potencijala za ishod bolesti (Area Under the ROC curve - AUC ROC
according DelLong's method; Likelihood ratio test za AUC ROC; DelLong test za dve
correlated ROC krive ). Za ukupno prezivljavanje - overall survival (OS) metode
Survival analiza su koriS¢ene: Kaplan-Meier product limit metod za graficku
prezentaciju; medijana sa corespondiraju¢em 95% confidence intervalom (95%CI) za
deskripciju i Log-rank test za testiranje razlika izmedu kriva za ukupno preZivljavanje.
Spearmanov rho koeficijent i model linearne regresije su kori$éeni za ispitivanje linearne
korelacije izmedu ekspresija gena. Cox proporcionalna hazard regresija (univarijantna)
je koriS¢ena za procenu statisticki znacajnih faktora koji imaju uticaj na OS: Hazard Ratio
(HR) sa korespondiraju¢im 95% CI je kori$¢en za deskripciju i Likelihood ratio test je
koriSéen za statisticko testiranje.

Statisticke analize su uradene u programu R (version 3.3.2 (2016-10-31) -- "Sincere
Pumpkin Patch"; Copyright (C) 2016 The R Foundation for Statistical Computing;
Platform: x86_64-w64-mingw32/x64 (64-bit); downloaded: January 21, 2017).
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4. REZULTATI

4.1. Karakteristike ispitanika, simptomi i znaci bolesti

Ovim radom analizirali smo 52 pacijenta koji su leceni na Institutu za pulmologiju u
Klinickom Centru Srbije u periodu od 1996. do 2007. godine. Ispitivanje je obuhvatilo
podjednak broj pacijenata sa TC i AC ( po 26 pacijenta). Prose¢na starost ispitanika u
nasoj grupi je bila 49,5 godina ( SD 14,55) sa medijanom od 53 godine ( 17 - 75 godina).
Od ukupnog broja bolesnika 25 je bilo muskog pola ( 48,08%) i 27 pacijenata ( 51,92%)
zenskog pola. (Tabela 4)

Tabela 4. Distribucija ispitanika prema starosti i polu (n=52)

Karakteristika N (%)
Starost
Mean (SD) 49.5 (14.55)
Median (range) 53 (17-75)
Pol
Muski 25 (48.08%)
Zenski 27 (51.92%)
Ukupno 52 (100%0)

U odnosu na lokalizaciju tumora u toraksu: nije bilo razlike, sa po 26 pacijenata kod
kojih je tumor bio levostrano, odnosno desnostrano u grudnom kosu. Kod ukupno 25/52
pacijenta (48.08%) tumor je bio centralno lokalizovan dok je 27/52 (51.92%) pacijenata
imalo periferno lokalizovan tumor. Kod svih pacijenata pre operativno je uradena
bronhoskopija i kod 59,62 % ( 31 pacijent) endoskopski su postojali direktni znaci
tumora, a kod ostalih 40,38% ( 21 pacijent) endoskopski indirektni znaci tumora. (Tabela
5)
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Tabela 5. Distribucija ispitanika u odnosu na lokalizaciju bolesti kao i endoskopski nalaz (n =
52)

Karakteristike N (%)
Lokalizacija bolesti u toraksu
Levostrano 26 (50%)
Desnostrano 26 (50%)
Lokalizacija tumora
Centralno 25 (48.08%)
Periferno 27 (51.92%)
Znaci tumora (endoskopija)
Direktni 31 (59.62%)
Indirektni 21 (40.38%)
Ukupno 52 (100%0)

U na$oj grupi ispitanika, inicijalno najcece prisutan simptom je bio kasalj ( 88,46% ).
Dispneja je bila drugi vode¢i simptom prisutan kod 24 od 52 pacijenta (46,15%) , 20
pacijenta ( 38,46%) je imalo bol kao inicijalni simptom a kod po 19 pacijenata od 52 (
36,54%) u trenutku postavljanja dijagnoze postojale su prisutne: hemoptizije, znaci

recidivantnih pneumonija i febrilnost.

Samo 3/52 (5.77%) pacijenta su bili bez simptoma a svi ostali pacijeti ( 94,23%) su
imali bar po jedan prezentuju¢i simptom u trenutku postavljanja dijagnoze. U veéini
sluCajeva simptomi su bili prisutni ili vise od godinu dana pre postavljanja dijagnoze
(32.69%), ili vrlo kratko, do 3 meseca pre postavljanja dijagnoze ( 30.77% ) (Tabela
6).
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Tabela 6. Distribucija ispitanika u odnosu na simptome i znake bolesti ( n = 52)

Karakteristike N (%)
Prezentujuci simptomi u trenutku dg - recidivantne
pneumonije
Ne 33 (63.46%)
Da 19 (36.54%)
Prezentujuci simptomi u trenutku dg - bol
Ne 32 (61.54%)
Da 20 (38.46%)
Prezentujuci simptomi u trenutku dg - dispneja
Ne 28 (53.85%)
Da 24 (46.15%)
Prezentujuci simptomi u trenutku dg - hemoptizije
Ne 33 (63.46%)
Da 19 (36.54%)
Prezentujuci simptomi u trenutku dg - febrilnost
Ne 33 (63.46%)
Da 19 (36.54%)
Prezentujuci simptomi u trenutku dg - kasalj
Ne 6 (11.54%)
Da 46 (88.46%)
Suma simptoma
Bez simptoma 3 (5.77%)
1 simptom 2 (3.85%)
2 simptoma 18 (34.62%)
3 simptoma 14 (26.92%)
4 simptoma 8 (15.38%)
5 simptoma 7 (13.46%)
Prezentujuci simptomi u trenutku dg — bez/sa
simptomima
Ne 3 (5.77%)
Da 49 (94.23%)
Pocetak simptoma pre postavaljanja dijagnoze
Nema tegoba 3 (5.77%)
Do 3 meseca 16 (30.77%)
Do 6 meseci 9 (17.31%)
Do 12 meseci 7 (13.46%)
Preko 12 meseci 17 (32.69%)
Ukupno 52 (100%0)
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4.2. Operativno le€enje i stejdzing

Svi pacijenti su leceni operativno. Kod svih pacijenata potvrden je patohistoloSki
karcionoid bronha. Kod najveéeg broja pacijenata radeni su lobektomija ili bilobektomija
(69.23%). Kod 11,54% pacijenata radena je pneumonektomija a kod 19,23% pacijenata
atipina resekcija.

( Tabela 7)

Nakon histopatoloske 1 imunohistohemijske analize u skladu sa pTNM klasifikacijom
vecéina operisanih pacijenata imala je pT2 ( T2a+T2b) tumor ( 50% pacijenata), pT1 tumor
( Tla+T1b) imalo je 36,54% pacijenata a pT3 tumor 13,46% operisanih pacijenata. U
celoj grupi 63,46% pacijenata imalo je pNO stadijum bolesti, pN1 stadijum je imalo

23,08% pacijenatai pN2 stadijum 13,46% pacijenata.

Tabela 7. Distribucija ispitanika u odnosu na vrstu operacije i PH nalaz ( n = 52)

Karakteristike N (%)
Vrsta operacije
Lobektomija ili bilobektomija 36 (69.23%)
Pneumonektomija 6 (11.54%)
Atipic¢na resekcija 10 (19.23%)
PH tip
Tipic¢ni karcinoid 26 (50%)
Atipi¢ni karcinoid 26 (50%)
Ukupno 52 (100%0)

Najcedi klinicki stadijum je bio prvi ( la+Ib) sa kod 51,92% pacijenata, stadijum II (
Ila+11b) kod 34,62% i kod osam pacijenata stadijum Illa. ( 15,38%) ( Tabela 8)
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Tabela 8.Distribucija pacijenata u odnosu na klinicki stadijum bolesti,pT i pN status (n = 52)

Karakteristike N (%)

p TNM Klasifikacija — T
Tla 7 (13.46%)
T1b 12 (23.08%)
T2a 17 (32.69%)
T2b 9 (17.31%)
T3 7 (13.46%)

p TNM klasifikacija - T (kategorije)
T1
T2
T3
p TNM klasifikacija — N
No
N1
N2
p TNM Kklasifikacija - N-kategorije
No (bez + nodusa)
N1+N2+N3 (sa + nodusima)
p TNM klasifikacija — M

19 (36.54%)
26 (50.00%)
7 (13.46%)

33 (63.46%)
12 (23.08%)
7 (13.46%)

33 (63.46%)
19 (36.54%)

Mo 52 (100%)
Klinicki stadijum bolesti

1A 15 (28.85%)

IB 11 (21.15%)

A 11 (21.15%)

1B 7 (13.46%)

A 8 (15.38%)
Klinicki stadijum bolesti

IA +IB 26 (50.00%)

A + 1IB 18 (34.62%)

A 8 (15.38%)
Ukupno 52 (100%0)
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4.3. Nivoi ekspresije za IGF-1R, p53, Bax, ERCC1, Bcl2, Bcl2/Bax i

njihove korelacije

Kod 38 od 52 (73.08%) pacijenata analizirali smo nivoe ekspresije za IGF-1R, p53, Bax,
ERCC1, Bcl2 i Bcl2/Bax. Deskriptivne karakteristike ekspresija za IGF.1R, P53, BAX,
ERCC1,Bcl2 i Bcl2/Bax su prikazane u Tabeli 9.

Analizom korelacije izmedu parova ekspresija (bez parova sa funkcionalnim odnosom
poput: Bcl2/Bax & Bcl2; Bcl2/Bax & Bax) potvrdene su relativno jake korealcije (
Spearman rho blizu 0,7) izmedu p53 & ERCC1 i Bax & ERCC1 (p<0.01 u oba slucaja).
(Tabela 9 i Grafikoni 11 2)

Tabela 9. Deskriptivne karakteristike ekspresija za IGF.1R, P53, BAX, ERCCL1 ,Bcl2 i Bcl2/Bax
(n=38)

Karakteristike Mean (SD) Medijana (OpseQ)
Levels of expression
IGF1R 0.96 (0.08) 0.95 (0.78-1.14)
p53 1.00 (0.06) 0.99 (0.88-1.17)
Bax 0.94 (0.06) 0.93 (0.81-1.13)
ERCC1 1.04 (0.07) 1.05 (0.86-1.20)
Bcl2 1.16 (1.86) 0.32 (0.001-6.78)
Bcl2/Bax 1.20 (1.95) 0.35(0.001-7.22)
Koorelacija Spearman’s rho* p-vrednost
Pairs of expression
IGF1R and p53 0.573070 <0.01
IGF1R and Bax 0.480906 <0.01
IGF1R and ERCC1 0.5275194 <0.01
IGF1R and Bcl2 0.2896378 ns”
IGF1R and Bcl2/Bax 0.2690666 ns*
p53 and Bax 0.5212015 <0.01
p53 and ERCC1 0.6951907 <0.01
P53 and Bcl2 0.3987525 <0.05
P53 and Bcl2/Bax 0.3722712 <0.05
Bax and ERCC1 0.7089397 <0.01
Bax and Bcl2 0.4953496 <0.01
ERCC1 and Bcl2 0.4594595 <0.01
ERCC1 and Bcl2/Bax 0.4294781 <0.01

* Spearman's rank correlation coefficient rho; n*-not statistically significant (p>0.05)
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Grafikon 1. Linearna regresija kao model za korelaciju izmedu p53 I ERCCI
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Grafikon 2. Linearna regresija kao model za korelaciju izmedu Bax i ERCCI



4.4. Diskriminativni potencijal nivoa ekspresija IGF-1R, p53, Bax,
ERCC1, Bcl2 i Bcl2/Bax.

ROC cut-off vrednosti za Bcl2 i Becl2/Bax u odnosu na PH tip tumora (AC/TC) i
ishod bolesti

Primenjuju¢i analize Receiver Operating Characteristics kriva (ROC), ispitivali smo
diskriminacioni potencijal ekspresije gena vezano za PH podtip tumora (AC/TC) kao i
za ishod bolesti (mrtav/ziv). Nasom analizom, od svih parametara, potvrdili smo samo
za Bcl2 i Bcl2/Bax postojanje diskriminativnog potencijala za predvidanje PH podvrste
tumora (AC u odnosu na TC; Tabela 10; Grafikon 3 i 4). Nasom analizom ustanovljena
je ROC cut-off vrednost od: 0.1451 za Bcl2 i 0.3014728 za odnos Bcl2/Bax (Tabele
101 11; Grafikon 31 4.).

Primenjuju¢i ROC analizu nismo potvrdili postojanje diskriminacionog potencijala za
ostale nivoe ekspresija parametara: IGF-1R, p53, Bax, ERCC1 u odnosu na definisanje

podvrste tumora ( AC / TC) , kao i u odosu na ishod lecenja.

Tabela 10. Rezultati ROC analiza za IGF.1R, P53, BAX, ERCC1, Bcl2 i Bacl2/Bax

Levels of PH tip (AC/TC) Disease outcome (dead/alive)
expression AUC ROC" (95%Cl) Test™ AUC ROC" (95%Cl) Test™
IGF.1R 57.89% (38.9-76.8%) ns* 47.0% (27.3-66.8%) ns*
P53 57.76% (38.8-76.6%) ns* 57.5% (37.7%-77.3%) ns*
Bax 54% (35.1-72.9%) ns* 48.9% (27.5-70.3%) ns*
ERCC1 62.88% (44.7-81%) ns* 56.3% (36.3-76.2%) ns*
Bcl2 47.92% (27.5-68.2%) p<0.01 53.8% (32.4-75.2%) ns*
Bcl2/Bax 49.03% (28.6-69.4%) p<0.01 54.4% (32.9-75.9%) ns”

*Area Under the ROC curve (DeLong's method); *“Likelihood ratio test for AUC ROC; # ns:not statistically
significant (p>0.05)

Tabela 11. Rezultati ROC analiza za Bcl2 i Bacl2/Bax u odnosu na PH tip tumora (AC / TC)

Characteristics Bcl2 Bcl2/Bax

AUC ROC" (95%Cl) 47.92% (27.5-68.2%) 49.03% (28.6-69.4%)
Likelihood ratio test™ p <0.01 p <0.01
ROC-cut-off value® 0.1451 0.3014728
Sensitivity (95% CI) 89.5% (73.7%-100%) 68.4% (47.4%-89.5%)
Specificity (95% ClI) 36.8% (15.8%-57.9%) 57.9% (36.8%-79.0%)

“Area Under the ROC curve (DeLong's method); “Likelihood ratio test for AUC ROC; *Levels of
expression with maximum sensitivity and specificity
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4.5. Korelacije ekspresija u odnosu na klinicke parametre

4.5.1. IGF-1R

Testiranjem korelacija IGF-1R u odnosu na pol i starost nije dobijena statisti¢a razlika (

p=0,7251 p=0,564).

Nivoi ekspresije IGF-1R nisu se statisticki razlikovali izmedu razli¢itih pT stadijuma

(p=0,602) ; u odnosu na pN stadijum iako su visi nivoi ekspresije bili kod pN2 u odnosu

na pNO-1 statisticka razlika nije pokazana ( p= 0,440). U odnosu na klini¢ki stadijum ( |

do IIIA) nije pokazana statisticka razlika u nivoima ekspresije ( p= 0,675), kao ni u

odnosu na vrstu operacije ( p=0,793). (Tabela 12)

Ocekivano nesto visi nivoi ekspresije IGF-1R bili su kod AC u odnosu na TC ali bez

pokazane statisticke razlike (p= 0,276). Nivoi ekspresije IGF-1R nisu se razlikovali u

odnosu na postojanje relapsa bolesti ( p=0,864).

Tabela 12. Korelacije ekspresija IGF. IR u odnosu na klinicke parametre

Characteristics N Mean (SD) Medijana (Opseg) Test

T in TNM stage
T1 15 0.95 (0.06) 0.9479 (0.8705-1.075) x°2=0.123,
T2 18 0.97 (0.1) 0.9466 (0.7832-1.141) p=0.94*
T3 7 0.95 (0.09) 0.9866 (0.78-1.034)

N in TNM stage W=173
NO 26 0.95 (0.07) 0.9488 (0.7832-1.097) 0=0.8110%
N1+N2 14 0.97 (0.1) 0.9542 (0.78-1.141) '

Clinical stage
I (la+1b) 20 0.97 (0.06) 0.9515 (0.8781-1.097) x%=0.785,
Il (Ila+11b) 14 0.95 (0.1) 0.9406 (0.7832-1.132) p=0.67*
11 6 0.97 (0.12) 0.9642 (0.78-1.141)

Type of surgery
Lobectomy, bilobectomy 26 0.97 (0.09) 0.9506 (0.7832-1.141) x%2= 0.462,
Pneumonectomy 6 0.96 (0.06) 0.9623 (0.8663-1.034) p=0.79*
Segmentectomy or atypical resection 8 0.94 (0.09) 0.9429 (0.78-1.075)

PH type
TC 20 0.95 (0.09) 0.9366 (0.7832-1.141) W=159
AC 20 0.97 (0.08) 0.9716 (0.78-1.097) p=0.276#

* Kuskal wallis Test, # Wilcoxon rank sum test

4.5.2. p53

Testiranjem korelacija p53 u odnosu na pol nije dobijena statistica razlika (p= 0,298);

iako su nesto viSe vrednosti dobijene kod pacijenata Zenskog pola. Takode nije pokazana

statistiCka ralika u nivoima ekspresije u odnosu na starost pacijenata (p= 0,590).

54



Nivoi ekspresije p53 su bili nesto visi u nizim pT stadijumima bolesti, ali bez potvrdene
statisticke razlike izmedu podtipova pT stadijuma (p=0,066) kao ni u odnosu na pN
stadijum bolesti ( p= 0,353). U odnosu na klini¢ki stadijum (I —I11A) nije potvrdena
statistiCka razlika u nivoima ekspresije ( p= 0,063); iako su nesto viSe vrednosti bile u
stadijumu I. U odnosu na vrstu operacije nesto vise vrednosti ekspresija p53 su bile kod
pacijenata sa uradenom lobektomijom (p= 0,348). (Tabela 13)

Ocekivano nesto visi nivoi ekspresije bili su kod TC u odnosu na AC ali bez pokazane
statisticke razlike (p= 0,448). Nivoi ekspresije p53 nisu se razlikovali u odnosu na
postojanje relapse bolesti ( p=0,340).

Tabela 13. Korelacije ekspresija p53 u odnosu na klinicke parametre

Characteristics N Mean (SD) Medijana (Opseg)

T in TNM stage
T1 15 0.99 (0.06) 0.9955 (0.8777-1.082) Woo=2.22,
T2 18 1.02 (0.06) 1.014 (0.9521-1.168) p=0.329*
T3 7 0.97 (0.05)) 0.9764 (0.8754-1.027)

N in TNM stage
NO 26 1(0.04) 1.008 (0.8976-1.082)
N1+N2 14 0.99 (0.08) 0.975 (0.8754-1.168)

Clinical stage
I (la+1b) 20 1.01 (0.04) 1.019 (0.8976-1.082) ¥%=5.514,
Il (la+11b) 14 0.98 (0.05) 0.9744 (0.8777-1.107) p= 0.063*
i 6 1(0.1) 0.9894 (0.8754-1.168)

Type of surgery
Lobectomy, bilobectomy 26 1.01 (0.06) 0.9948 (0.8777-1.168) = %= 2.108,
Pneumonectomy 6 0.98 (0.03) 0.9706 (0.9521-1.027) p=0.348*
Segmentectomy or atypical resection 8 1 (0.05) 1.016 (0.8754-1.048)

PH type
TC 20 1.01 (0.07) 1.016 (0.8777-1.168) W=228.5
AC 20 0.99 (0.05) 0.9938 (0.8754-1.078) p= 0.448#

W=218
p=0.314#

* Kuskal wallis Test, # Wilcoxon rank sum test

453. ERCC1

Testiranjem korelacija ERCC1 u odnosu na pol nije dobijena statisti¢a razlika (p= 0,370);
iako su nesto viSe vrednosti dobijene kod pacijenata Zenskog pola. Takode nije pokazana

statistiCka razlika u nivoima ekspresije u odnosu na starost pacijenata ( p= 0,600).

Nivoi ekspresije ERCC1 su bili ne$to visi u nizim pT stadijumima bolesti, ali bez
potvrdene statisticke razlike izmedu podtipova pT stadijuma (p=0,107) kao ni u odnosu
na pN stadijum bolesti ( p=0,218). U odnosu na klini¢ki stadijum (I —IITA) nije potvrdena

statistiCka razlika u nivoima ekspresije ( p= 0,453). U odnosu na vrstu operacije nesto
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viSe vrednosti ekspresija ERCC1 su bile kod pacijenata sa uradenom lobektomijom ili

bilobektomijom (p= 0,830).Tabela 14

Ocekivano nesto visi nivoi ekspresije bili su kod TC u odnosu na AC ali bez pokazane
statisticke razlike (p= 0,182). Nivoi ekspresije ERCC1 nisu se razlikovali u odnosu na
postojanje relapse bolesti (p= 0,689).

Tabela 14. Korelacije ekspresija ERCCI u odnosu na klinicke parametre

Characteristics N Mean (SD) Medijana (Opseg) Test

T in TNM stage
T1 15 1.02 (0.08) 1.049 (0.8638-1.136) x’2=1.33,
T2 18 1.06 (0.06) 1.062 (0.9676-1.196) p=0.514*
T3 7 1.03 (0.08) 1.052 (0.8898-1.131)

N in TNM stage W=192
NO 26 1.05 (0.07) 1.05 (0.8638-1.142) 0=0.794
N1+N2 14 1.04 (0.09) 1.049 (0.8898-1.196) '

Clinical stage
I (la+1b) 20 1.05 (0.07) 1.056 (0.8638-1.142) ¥%2= 1.58,
11 (Ila+11b) 14 1.03 (0.06) 1.04 (0.9183-1.133) p= 0.453*
" 6 1.05 (0.11) 1.062 (0.8898-1.196)

Type of surgery
Lobectomy, bilobectomy 26 1.04 (0.08) 1.049 (0.8638-1.196) 1= 0.371,
Pneumonectomy 6 1.03 (0.06) 1.022 (0.9676-1.131) p=0.83*
Segmentectomy or atypical resection 8 1.05 (0.07) 1.066 (0.8898-1.06))

PH type
TC 20 1.06 (0.07) 1.062 (0.9183-1.196) W=250
AC 20 1.02 (0.08) 1.04 (0.8638-1.142) p=0.182#

* Kuskal wallis Test, # Wilcoxon rank sum test

4.5.4. Bax

Testiranjem korelacija Bax u odnosu na pol nije dobijena statisti¢a razlika (p= 0,328);
iako su nesto viSe vrednosti dobijene kod pacijenata Zenskog pola. Takode nije pokazana

statisticka razlika u nivoima ekspresije u odnosu na starost pacijenata ( p= 0,698).

Nivoi ekspresije Bax su bili nesto visi u nizim pT stadijumima bolesti, ali bez potvrdene
statistiCke razlike izmedu podtipova pT stadijuma (p=0,110) kao ni u odnosu na pN
stadijum bolesti (p= 0,726). U odnosu na klini¢ki stadijum (I —IIIA) nije potvrdena
statisticka razlika u nivoima ekspresije ( p= 0,590); iako su nesto viSe vrednosti bile u
stadijumu I. U odnosu na vrstu operacije nesto vise vrednosti ekspresija Bax su bile kod

pacijenata sa uradenom lobektomijom ili bilobektomijom (p= 0,183). (Tabela 15)
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Ocekivano nesto visi nivoi ekspresije bili su kod TC u odnosu na AC ali bez pokazane

statisticke razlike (p= 0,678). Nivoi ekspresije Bax nisu se razlikovali u odnosu na

postojanje relapse bolesti (p= 0,977).

Tabela 15. Korelacije ekspresija Bax u odnosu na klinicke parametre

Characteristics N Mean (SD) Medijana (Opseg) Test

T in TNM stage
Tl 15 0.94 (0.05) 0.925 (0.8867-1.043) x’2= 5.61,
T2 18 0.97 (0.07) 0.949 (0.8737-1.126) p=0.06*
T3 7 0.9 (0.05) 0.9004 (0.8067-0.9594)

N in TNM stage W=176
NO 26 0.94 (0.05) 0.9293 (0.8863-1.126) 0=0.8774
N1+N2 14 0.94 (0.07) 0.9414 (0.8067-1.102) '

Clinical stage
I (la+1b) 20 0.95 (0.06) 0.939 (0.8867-1.126) ¥%2= 1.05,
11 (Ila+11b) 14 0.93 (0.05) 0.9228 (0.8737-1.018) p= 0.59*
" 6 0.94 (0.1) 0.9402 (0.8067-1.102)

Type of surgery
Lobectomy, bilobectomy 26 0.96 (0.06) 0.933 (0.8867-1.126) x’2= 3.39,
Pneumonectomy 6 0.91 (0.03) 0.9094 (0.8737-0.9594) p=0.183*
Segmentectomy or atypical resection 8 0.92 (0.06) 0.949 (0.8067-0.9856)

PH type
TC 20 0.95 (0.06) 0.9314 (0.8867-1.102) W=216
AC 20 0.94 (0.06) 0.931 (0.8067-1.126) p=0.67#

* Kuskal wallis Test, # Wilcoxon rank sum test

4.5.5. Testiranje Bcl2 kategorija u odnosu na klinicke parametre (za ROC

analizom dobijenu cut off vrednost 0,145 za Bcl2)

Prethodno primenjujuéi analize Receiver Operating Characteristics kriva (ROC) za
ispitivanje diskriminacionog potencijala uticaja na PH tip tumora (AC/TC) i na ishod
bolesti (mrtav/ziv), potvrdili smo diskriminacioni potencijal za Bcl2 i za PH podvrstu
tumora (AC u odnosu na TC; Tabele 10 i 11, Grafikoni 3 i4). Nasom analizom

ustanovljena je ROC cut-off vrednost od: 0.1451 za Bcl2.

Daljim testiranjem ustanovljene cut off Bcl vrednosti u odnosu na klinicke parametre, (za

cut off vrednost od 0,145) dobijeni su sledeci rezultati:

- Testiranjem korelacija Bcl2 u odnosu na godine pacijenata pokazana je statisicka razlika
(p= 0,02) nize vrednosti Bcl2 ekspresija ( Bel2 cut off <0,145) imali su mladi pacijenti.
(Tabela 16)
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Tabela 16. Testiranje Bcl2 kategorija u odnosu na demografske karakteristike

Medijana Wilcoxon rank
Starost Mean (SD) (Opseq) sum test
Bcl2 — kategorije
Bcl2<=0.1451 39.89 (19.27) 40 (17-75) W=65.5
Bcl2>0.1451 53.34 (12.7) 50 (22-72) p=0.02671

Testiranjem Bcl2 ekspresija u odnosu na na pol nije dobijena statisti¢a razlika ( p= 1);

lako su vise vrednosti dobijene ¢eSc¢e kod pacijenata zZenskog pola. (Tabela 17)

U osnosu na hemitoraks kao i endoskopski nalaz nije pokazana statistiCka razlika u
nivoima ekspresije Bcl2, pacijenti sa periferno lokalizovanim tumorom su nesto ¢esce

imali nize ( Bcl2 cut off <0,145) vrednosti Bcl2 ekspresija ( p= 0,45). (Tabela 17)

U odnosu na klini¢ku sliku viSe vrednosti ( Bcl2 cut off >0,145) ekspresija imali su
pacijenti sa postojanjem bola, dispneje, hemoptizija i kaslja u trenutku postavljanja
dijagnoze ( bez pokazane statisticke razlike) kao I statisti¢ki pokazano ¢esce pacijenti koji

inicijalno nisu imali recidivantne pneumonije ili febrilnost ( p= 0,009). (Tabela 17)
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Tabela 17. Testiranje Bcl2 kategorija u odnosu na prezentaciju ,simptome i znake bolesti

- Bcl2 - kategorije Fisher
Karakteristike BeI2<=0 1451 Bel250.1451 Ukupno Exact Test
Pol
Mugki 7 (77.78%) 12 (41.38%) 19 (50%) p=1
Zenski 2 (22.22%) 17 (58.62%) 19 (50%)

Lokalizacija bolesti u toraksu
Levostrano 5 (55.56%) 13 (44.83%) 18 (47.37%)  p=0.70896
Desnostrano 4 (44.44%) 16 (55.17%) 20 (52.63%)

Lokalizacija tumora
Centralno 3 (33.33%) 15 (51.72%) 18 (47.37%)  p=0.4543
Periferno 6 (66.67%) 14 (48.28%) 20 (52.63%)

Znaci tumora
Direktni 5 (55.56%) 17 (58.62%) 22 (57.89%) p=1
Indirektni 4 (44.44%) 12 (41.38%) 16 (42.11%)

Prezentujuci simptomi u trenutku dg -

recidivantne pneumonije _
Ne 4 (44.44%) 23(79.31%) 27 (7L.05%) P 008751
Da 5 (55.56%) 6 (20.69%) 11 (28.95%)

Prezentujuci simptomi u trenutku dg - bol
Ne 7 (77.78%) 17 (58.62%) 24 (63.16%)  p=0.43844
Da 2 (22.22%) 12 (41.38%) 14 (36.84%)

Prezentujuéi simptomi u trenutku dg -

dispneja -1
Ne 5 (55.56%) 14 (48.28%) 19 (50%) P=
Da 4 (44.44%) 15 (51.72%) 19 (50%)

Prezentujuéi simptomi u trenutku dg -

hemoptizije _
Ne 7 (77.78%) 19 (65.52%) 26 (68.4206) P~ 0:68928
Da 2 (22.22%) 10 (34.48%) 12 (31.58%)

Prezentujuéi simptomi u trenutku dg -

febrilnost
Ne 3 (33.33%) 24 (82.76%) 27 (71.05%) P~ 0:00903
Da 6 (66.67%) 5 (17.24%) 11 (28.95%)

Prezentujuci simptomi u trenutku dg -

kasalj _
Ne 2 (22.22%) 3 (10.34%) 5(13.160%) P 057413
Da 7 (77.78%) 26 (89.66%) 33 (86.84%)

Ukupno 9 (100%) 29 (1009%6) 38 (100%)

lako bez potvrdene statisticke znacajnosti pacijenti sa nizim vrednostima ekspresija Bcl2

( Bcl2 cut off < 0,145) ¢esc¢e su imali duZze od godinu dana proteklo vreme od nastanka

simptoma do javljanja lekaru ( 55,5%) , dok su pacijenti sa vi§im nivoima ekspresije Bcl2

( Bcl2 cut off >0,145) ¢eS¢e imali duzinu trajanja simptoma manje od tri meseca (

34,45%) ( p=0,43). (Tabela 18)

59



Tabela 18. Testiranje Bcl2 kategorija u odnosu na broj i trajanje simptoma

Bcl2 - kategorije

Fisher Exact

Karakteristike Ukupno
Bcl2<=0.1451 Bcl2>0.1451 Test
Suma simptoma
Bez simptoma 0 (0%) 2 (6.9%) 2 (5.26%)
1 simptom 0 (0%) 2 (6.9%) 2 (5.26%)
2 simptoma 4 (44.44%) 11 (37.93%) 15 (39.47%) p= 0.99999
3 simptoma 3 (33.33%) 8 (27.59%) 11 (28.95%)
4 simptoma 1 (11.11%) 4 (13.79%) 5 (13.16%)
5 simptoma 1 (11.11%) 2 (6.9%) 3 (7.89%)
Prezentujuci simptomi u trenutku dg —
bez/sa simptomima _1
Ne 0 (0%) 2 (6.9%) 2 (5.26%) P=
Da 9 (100%) 27 (93.1%) 36 (94.74%)
Pocetak simptoma pre postavaljanja
dijagnoze
Nema tegoba 0 (0%) 2 (6.9%) 2 (5.26%)
Do 3 meseca 3 (33.33%) 10 (34.48%) 13 (34.21%) p= 0.4300006
Do 6 meseci 0 (0%) 6 (20.69%) 6 (15.79%)
Do 12 meseci 1 (11.11%) 3 (10.34%) 4 (10.53%)
Preko 12 meseci 5 (55.56%) 8 (27.59%) 13 (34.21%)
Ukupno 9 (100%) 29 (1009%6) 38 (100%)

Nizi Nivoi ekspresije Bel-2 ( Bcel2 cut off < 0,145) su bili neSto ¢es¢i u nizim pT

stadijumima bolesti ( 55,5% u pT1) a visi nivoi ekspresije ( Bcl2 cut off > 0,145) u pT3

(24,14%) ali bez potvrdene statisticke razlike izmedu podtipova pT stadijuma (p=0,24)

kao ni u odnosu na pN stadijum bolesti ( p= 0,669). U odnosu na klini¢ki stadijum (I —

IITA) nije potvrdena statistiCka razlika u nivoima ekspresije ( p=0,79); iako su nesto vise

vrednosti Bcl2 ( Bcl2 cut off > 0,145) bile u visim stadijumima ( IIb I1IIa). (Tabela 19)
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Tabela 19. Testiranje Bcl2 kategorija u odnosu na patoloski stadijum bolesti

Karakteristike

Bcl2 - kategorije

Ukupno

Fisher Exact

Test
Bcl2<=0.1451 Bcl2>0.1451
p TNM Kklasifikacija — T
Tla 2 (22.22%) 3 (10.34%) 5 (13.16%)
Tlb 3 (33.33%) 6 (20.69%) 9 (23.68%) 0= 0.45293
T2a 2 (22.22%) 8 (27.59%) 10 (26.32%) '
T2b 2 (22.22%) 5 (17.24%) 7 (18.42%)
T3 0 (0%) 7 (24.14%) 7 (18.42%)
p TNM Kklasifikacija - T (kategorije)
T1 5 (55.56%) 9 (31.03%) 14 (36.84%) 0= 0.24959
T2 4 (44.44%) 13 (44.83%) 17 (44.74%) '
T3 0 (0%) 7 (24.14%) 7 (18.42%)
p TNM klasifikacija — N
No 5 (55.56%) 19 (65.52%) 24 (63.16%) 0= 0.85137
N1 3(33.33%) 6 (20.69%) 9 (23.68%) '
N2 1(11.11%) 4 (13.79%) 5 (13.16%)
p TNM klasifikacija - N-kategorije
No (bez + nodusa) 5 (55.56%) 19 (65.52%) 24 (63.16%) p= 0.69945
N1+N2+N3 (sa + nodusima) 4 (44.44%) 10 (34.48%) 14 (36.84%)
p TNM Kklasifikacija — M
Mo 9 (100%) 29 (100%) 38 (100%) )
Inicijalni klinicki stadijum
1A 3 (33.33%) 8 (27.59%) 11 (28.95%)
IB 1(11.11%) 6 (20.69%) 7 (18.42%) 0= 0.79377
A 3 (33.33%) 4 (13.79%) 7 (18.42%) '
1B 1(11.11%) 6 (20.69%) 7 (18.42%)
A 1(11.11%) 5 (17.24%) 6 (15.79%)
Inicijalni klinic¢ki stadijum-kategorije
IA+1B 4 (44.44%) 14 (48.28%) 18 (47.37%) o= 088521
A + 1B 4 (44.44%) 10 (34.48%) 14 (36.84%) '
A 1(11.11%) 5 (17.24%) 6 (15.79%)
Ukupno 9 (100%) 29 (100%) 38 (100%)

U odnosu na vrstu operacije nije potvrdena statisticka razlika izmmedu nivoa ekspresije
iako su viSe vrednosti ekspresija Bcl2 (Bcl2 cut off > 0,145) bile kod pacijenata sa

uradenom pneumonektomijom ili atipiénom resekcijom (p=0,86).

Ocekivano nizi nivoi ekspresije Bcl2 ( Bel2 cut off < 0,145) dominirali su kod pacijenata
sa TC ( 77,7%) u odnosu na pacijente sa AC gde je vecina pacijenata ( 58,62%) imala
vrednosti Bcl2 ekspresija ve¢e od 0,14 ali bez pokazane statisticke razlike (p= 0,124).
(Tabela 20)

61



Tabela 20. Testiranje Bcl2 kategorija u odnosu na vrstu operacije i PH tip tumora

Bcl2 - kategorije Fisher Exact

Karakteristike Ukupno Test
Bcl2<=0.1451 Bcl2>0.1451
Vrsta operacije
Lobektomija ili bilobektomija 7 (77.78%) 18 (62.07%) 25 (65.79%) — 086311
Pneumonektomija 1(11.11%) 5 (17.24%) 6 (15.79%) p="
Atipi¢na resekcija 1(11.11%) 6 (20.69%) 7 (18.42%)
PH tip
Tipi¢ni karcinoid 7 (77.78%) 12 (41.38%) 19 (50%) p=0.12446
Atipicni karcinoid 2 (22.22%) 17 (58.62%) 19 (50%)
Ukupno 9 (100%) 29 (100%) 38 (100%)
lako su pacijenti sa relapsom bolesti neSto ¢eS¢e imali viSe vrednosti Bcl2 ekspresija
(Bcl2 cut off > 0,145) , nije pokazana statisticka razlika (p = 1). (Tabela 21)
Tabela 21. Testiranje Bcl2 kategorija u odnosu na relaps bolesti
Bcl2 - kategorije :
Karakteristike Ukupno Ex';fth _e}_';s t
Bcl2<=0.1451 Bcl2>0.1451
Ralaps ili progresija bolesti
Bez relapsa ili progresije bolesti 6 (66.67%) 19 (65.52%) 25 (65.79%) p=1
Sa relapsom ili progresijom bolesti 3 (33.33%) 10 (34.48%) 13 (34.21%)
Status za ukupno prezivljavanje
Ziv 6 (66.67%) 19 (65.52%) 25 (65.79%) p=1

Mrtav

3 (33.33%)

10 (34.48%)

13 (34.21%)

Ukupno 9 (100%) 29 (100%) 38 (100%)

U naSoj studiji pacijenti sa nizim nivoima ekspresije Bcl2 ( Bel2 <0,145) imali su duze
srednje preZivljavanje kao i medijane preZivljavanja u odnosu na pacijente sa viSim
nivoom ekspresije ( u odnosu na cut-off vrednost; Bcl2 > 0.145), koji su imali krace

srednje prezivljavanje kao i medijanu prezivljavanja. (Tabela 22)

Tabela 22. Testiranje Bcl2 kategorija u odnosu na medijanu prezivljavanja

Prezivljavanje Mean (SD) Medijana (Opseq)
Bcl2 — kategorije
Bcl2<=0.1451 141.5 (47.32) 149.7 (31.13 - 202.8)
Bcl2>0.1451 97 (64.31) 93.04 (1.12 -236.6)
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Kod 38 od 52 (73.08%) pacijenata analizirali smo nivoe ekspresije za IGF-1R, p53, Bax
I ERCC1 u odnosu na kategorije Bcl2 ( u odnosu na cut off vrednost od 0,145).
Deskriptivne karakteristike ekspresija za IGF.1R, P53, BAX i ERCC1 u odnosu na
kategorije Bcl2 su prikazane u Tabeli 23.

Za nivoe ekspresija IGF-1R, Bax i ERCCL1 u odnosu na razicite kategorije Bcl2 ( Roc cut
off vrednost 0,145) nije pokazano postojanje statiticke razlike. lako statiticka razlika nije
dostignuta (p=0,07) za p53, pacijenti sa Bcl2 > 0,145 imali su ¢eSce vise nivoe ekspresije
p53 . (Tabela 23)

Tabela 23. Testiranje Bcl2 kategorija u odnosu na ekspresije IGF1-R, p53, Bax i ERCC1

Bcl2 - kategorije

Karakteristike Bcl2<=0.1451 Bcl2>0.1451 Wilcoxon rank
sum test

Mean (SD) Medijana (Opseg) Mean (SD) Medijana (Opseg)

W= 103
IGFIR 0.94(0.05) 09375 (0.8556-1L033)  0.96(0.09) 09677 078-L141) Yoo
p53 0.97 (0.04) 0.9775(0.8777-1.025)  1.01(0.06)  1.002 (0.8754-1.168) p:Vg:O;fl?
Bax 0.92(0.03) 09165 (0.8867-1.002) 0.95(0.07)  0.9453 (0.8067-1.126) p:"gzlglgm
ERCC1 103(0.05) 1047 (09183-11)  104(0.08)  1.052 (0.8638-1.196) p;NO= —

4.5.6. Testiranje Bcl2/Bax kategorija u odnosu na klinicke parameter (za
ROC analizom dobijenu cut off vrednost 0,301 za Bcl2/Bax )

Prethodno primenjuju¢i analize Receiver Operating Characteristics kriva (ROC) za
ispitivanje diskriminacionog potencijala uticaja na PH tip tumora (AC / TC) na ishod
bolesti (mrtav/Ziv), potvrdili smo diskriminacioni potencijal za Bcl2/Bax odnos za PH
podvrstu tumora (AC u odnosu na TC) ( Tabele 101 11, Grafikoni 3 i4). Nasom analizom

ustanovljena je ROC cut-off vrednost od: 0.301 za odnos Bcl2/Bax .

Daljim testiranjem kategorija za Bcl2/Bax ( za cut off vrednost od 0,301) u donosu na

klini¢ke parametre dobijeni su slede¢i rezultati:
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Testiranjem korelacija Bcl2/ Bax ( za Bcl2/Bax cut off 0,301) u odnosu na godine
pacijenata iako nije pokazana statisticka razlika ( p=0,08) a ¢eSc¢e vrednosti Bcl2/Bax <

0,301 imali su mladi pacijenti ( prose¢no za 9 godina). (Tabela 24)

Tabela 24. Testiranje Bcl2/Bax kategorija u odnosu na demografske karakteristike

Starost Mean (SD) Medijana (Opseg) Wilcoxon rank

sum test
Bcl2/Bax — kategorije
Bax<=0.3014728 45.12 (17.54) 48 (17-75) W=120
Bax>0.3014728 54.24 (12.31) 55 (24-72) p=0.08843

Testiranjem kategorija Bcl2/Bax ekspresija u odnosu na na pol nije dobijena statistica

razlika ( p= 0,57); Tabela 25.

U odnosu na lokalizaciju u hemitoraksu, iako nije pokazana statisticka znacajnost,
Bcl2/Bax < 0,301 imali su ¢eSce pacijenti sa levostrano lokalizovanim tumorom (52,9%)
(p= 0,53) kao i pacijenti sa periferno lokalizovanim tumorom ( 58,8%) (p=0,49). U
odnosu na endoskopski nalaz nije bilo razlika za razli¢ite kategorije Bcl2/Bax (p= 0,91).
(Tabela 25)

U odnosu na klini¢ku sliku u trenutku postavljanja dijagnoze Bcl2/Bax > 0,301 imali su
statisticki CeS¢e, pacijenti bez postojanja febrilnosti ( 85,7% ; p= 0,03) I recidivantnih
pneumonija ( 85,7% ; p=0,03). | pacijenti koji su inicijalno imali dispneju (p=0,74) ali

bez statisticke znacajnosti, imali su ¢e$é¢e Bcl2/Bax > 0,310. (Tabela 25)
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Tabela 25. Testiranje Bcl2/Bax kategorija u odnosu na prezentaciju simptome i znake bolesti

Bcl2/Bax - kategorije

Karakteristike Bel2/Bax<=0.3014728 Bcl2/Bax>0.3014728 UM Test

Pol 9 _
Muski 8 (47.06%) 8 (38.1%) 16 (42.11%) *X_lB %f?g ’
Zenski 9 (52.94%) 13 (61.9%) 22 (57.89%) =0

Lokalizacija bolesti u toraksu 72 = 0.383
Levostrano 9 (52.94%) 9 (42.86%) 18 (47.37%) X_la v
Desnostrano 8 (47.06%) 12 (57.14%) 20 (52.63%) =0

Lokalizacija tumora w2 = 0473
Centralno 7 (41.18%) 11 (52.38%) 18 (47.37%) X_la 1915
Periferno 10 (58.82%) 10 (47.62%) 20 (52.63%) =5

Znaci tumora %22 0011
Direktni 10 (58.82%) 12 (57.14%) 22 (57.89%) X1 0.0160
Indirektni 7 (41.18%) 9 (42.86%) 16 (42.11%) =5

Prezentujuci simptomi u trenutku dg

- recidivantne pneumonije _
Ne 9 (52.94%) 18 (85.71%) 27 (70.05%)  P=00367
Da 8 (47.06%) 3 (14.29%) 11 (28.95%)

Prezentujuci simptomi u trenutku dg

- bol
Ne 14 (82.35%) 10 (47.62%) 24 (63.16%) 7 P= 004318
Da 3 (17.65%) 11 (52.38%) 14 (36.84%)

Prezentujuci simptomi u trenutku dg

- dispneja *y%=0.106,
Ne 9 (52.94%) 10 (47.62%) 19 (50%) p= 0.7442
Da 8 (47.06%) 11 (52.38%) 19 (50%)

Prezentujuéi simptomi u trenutku dg

- hemoptizije *y21=0.196,
Ne 11 (64.71%) 15 (71.43%) 26 (68.42%) p=0.6575
Da 6 (35.29%) 6 (28.57%) 12 (31.58%)

Prezentujuci simptomi u trenutku dg

- febrilnost
Ne 9 (52.94%) 18 (85.71%) 27 (70.05%)  P=00367
Da 8 (47.06%) 3 (14.29%) 11 (28.95%)

Prezentujuci simptomi u trenutku dg

- kasalj #p=1
Ne 2 (11.76%) 3 (14.29%) 5 (13.16%)
Da 15 (88.24%) 18 (85.71%) 33 (86.84%)

Ukupno 17 (100%) 21 (100%) 38 (100%)

* Pearson y? Test, # Fisher Exact Test

* W v

Bcl2/Bax < 0,301 imali su statisicki ¢eS¢e pacijenti inicijalno bez postojanja bola (p=
0,04). Nije bilo razlike izmedu kategorije Bcl2/Bax u odnosu na inicijalno broj simtoma
(p=0,68) ili proteklo vreme od nastanka simptoma do javljanja lekaru ( p= 0,72). Tabela
26.
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Tabela 26. Testiranje Bcl2/Bax kategorija u odnosu na broj i trajanje simptoma

Bcl2/Bax - kategorije
Karakteristike Ukupno

Fisher Exact

Bcl2/Bax<=0.3014728 Bcl2/Bax>0.3014728 Test
Suma simptoma
Bez simptoma 0 (0%) 2 (9.52%) 2 (5.26%)
1 simptom 0 (0%) 2 (9.52%) 2 (5.26%)
2 simptoma 8 (47.06%) 7 (33.33%) 15 (39.47%) p=0.68213
3 simptoma 5 (29.41%) 6 (28.57%) 11 (28.95%)
4 simptoma 3 (17.65%) 2 (9.52%) 5 (13.16%)
5 simptoma 1 (5.88%) 2 (9.52%) 3 (7.89%)
Prezentujuci simptomi u trenutku
dg — bez/sa simptomima _
Ne 0 (0%) 2 (9.52%) 2 (5.26%) p=0.49217
Da 17 (100%) 19 (90.48%) 36 (94.74%)
Pocetak simptoma pre
postavaljanja dijagnoze
Nema tegoba 0 (0%) 2 (9.52%) 2 (5.26%)
Do 3 meseca 7 (41.18%) 6 (28.57%) 13 (34.21%) p=0.7256
Do 6 meseci 3 (17.65%) 3 (14.29%) 6 (15.79%)
Do 12 meseci 1 (5.88%) 3 (14.29%) 4 (10.53%)
Preko 12 meseci 6 (35.29%) 7 (33.33%) 13 (34.21%)
Ukupno 17 (100%) 21 (100%) 38 (100%)

U naSoj grupi, Bcl-2/Bax < 0,301 su i statisticki ¢e$¢e imali pacijenti sa nizim pT
stadijumima bolesti ( p= 0,003) . Iako bez statisticke potvrde, u odnosu na pN stadijum
bolesti Bcl2/Bax > 0,301 su ¢esce imali pacijenti sa pN2 (p= 0,45). (Tabela 27)

U odnosu na klini¢ki stadijum ( I —IIIA) nije potvrdena statisticka razlika vezano za
Bcl2/Bax cut off vrednost 0,301 ( p= 0,14); ali su pacijenti sa Bcl2/Bax >0,301 cesce
imali viSe stadijume bolesti ( IIb I Illa). (Tabela 27)
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Tabela 27. Testiranje Bc/2/Bax kategorija u odnosu na patoloski stadijum bolesti

Bcl2/Bax - kategorije

Karakteristike Ukupno Test
Bcl2/Bax<=0.3014728 Bcl2/Bax>0.3014728
p TNM Kklasifikacija — T
Tla 3 (17.65%) 2 (9.52%) 5 (13.16%)
Tib 8 (47.06%) 1 (4.76%) 9 (23.68%) 4#p= 0.0036
T2a 3 (17.65%) 7 (33.33%) 10 (26.32%) :
T2b 3 (17.65%) 4 (19.05%) 7 (18.42%)
T3 0 (0%) 7 (33.33%) 7 (18.42%)
p TNM Kklasifikacija - T
(kategorije)
T1 11 (64.71%) 3 (14.29%) 14 (36.84%)  #p=0.00118
T2 6 (35.29%) 11 (52.38%) 17 (44.74%)
T3 0 (0%) 7 (33.33%) 7 (18.42%)
p TNM klasifikacija — N
No 11 (64.71%) 13 (61.9%) 24 (63.16%) _
N1 5 (29.41%) 4 (19.05%) 0 (23.68%) P 045079
N2 1 (5.88%) 4 (19.05%) 5 (13.16%)
p TNM klasifikacija - N-
kategorije *?%=0.031,
No (bez + nodusa) 11 (64.71%) 13 (61.9%) 24 (63.16%) p=0.85873
N1+N2+N3 (sa + nodusima) 6 (35.29%) 8 (38.1%) 14 (36.84%)
p TNM Kklasifikacija — M
Mo 17 (100%) 21 (100%) 38 (100%) i
Inicijalni klinicki stadijum
IA 8 (47.06%) 3 (14.29%) 11 (28.95%)
IB 2 (11.76%) 5 (23.81%) 7 (18.42%) _
A 4 (23.53%) 3 (14.29%) 7(18.420)  P=014541
1B 2 (11.76%) 5 (23.81%) 7 (18.42%)
A 1 (5.88%) 5 (23.81%) 6 (15.79%)
Inicijalni klinicki stadijum-
kategorije
IA+1B 10 (58.82%) 8 (38.1%) 18 (47.37%) #p=0.28269
A + 1IB 6 (35.29%) 8 (38.1%) 14 (36.84%)
A 1 (5.88%) 5 (23.81%) 6 (15.79%)
Ukupno 17 (100%) 21 (100%6) 38 (100%6)

* Pearson y? Test, # Fisher Exact Test

U odnosu na vrstu operacije nije potvrdena statisticka razlika vezano za Bcl2/Bax cut off

vrednost ( p=0,13). (Tabela 28)

Ocekivano Bcl2/Bax < 0,301 ¢es¢e su imali pacijenati sa TC ( 64,71 %) u odnosu na
pacijente sa AC gde je vec¢ina pacijenata imala Bcl2/Bax > 0,301 ( 61,9%) ; u nasoj grupi

, za ovu cut off vrednost, medutim nije pokazana i statisticka razlika (p=0,10).
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Tabela 28. Testiranje Bcl2/Bax kategorija u odnosu na vrstu operacije i PH tip tumora

Bcl2/Bax - kategorije

Karakteristike Ukupno Test
Bax<=0.3014728 Bax>0.3014728

Vrsta operacije
Lobektomija ili bilobektomija 14 (82.35%) 11 (52.38%) 25 (65.79%) 4= 01327
Pneumonektomija 2 (11.76%) 4 (19.05%) 6 (15.79%) p="
Atipi¢na resekcija 1 (5.88%) 6 (28.57%) 7 (18.42%)

PH tip o2 =268
Tipi¢ni karcinoid 11 (64.71%) 8 (38.1%) 19 (50%) plea 1028
Atipicni karcinoid 6 (35.29%) 13 (61.9%) 19 (50%) '

Ukupno 17 (100%0) 21 (100%0) 38 (100%0)

* Pearson y? Test, # Fisher Exact Test
Nije pokazana statisticka razlika u odosu na postojanje relapse bolesti za dobijenu cut
off vrednost za Bcl2/Bax ( p= 0,30). (Tabela 29)
Tabela 29. Testiranje Bcl2/Bax kategorija u odnosu na relaps bolesti
Bcl2/Bax - kategorije Fisher
Karakteristike Ukupno Exact
Bcl2/Bax<=0.3014728 Bcl2/Bax>0.3014728 Test

Ralaps ili progresija bolesti
Bez relapsa ili progresije bolesti 11 (64.71%) 12 (57.14%) 19 (50%) p=0.3068
Sa relapsom ili progresijom bolesti 6 (35.29%) 9 (42.86%) 19 (50%)

Status za ukupno prezivljavanje
Ziv 13 (76.47%) 12 (57.14%) 25 (65.79%)  p=0.3068
Mrtav 4 (23.53%) 9 (42.86%) 13 (34.21%)

Ukupno 17 (100%) 21 (100%0) 38 (100%)

U naSoj studiji pacijenti sa nizom cut-off vrednosti za Bcl2/Bax, (Bcl2/Bax < 0,301 )
imali su duze srednje preZivljavanje kao i medijane prezivljavanja u odnosu na pacijente
sa vis§im nivoom ekspresije ( u odnosu na cut-off vrednost; Bcl2/Bax > 0.301), koji su

imali krace srednje prezivljavanje kao i medijanu prezivljavanja. (Tabela 30)

Tabela 30. Testiranje Bcl2/Bax kategorija u odnosu na medijanu prezivljavanja

Prezivljavanje Mean (SD) Medijana (Opseq)
Bcl2/Bax - kategorije
Bcl2/Bax<=0.301472 127.1(53.72) 137.4 (14.99 - 202.8)
Bcl2/Bax>0.301472 91.67 (66.84) 82.42 (1.12 -236.6)
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Kod 38 od 52 (73.08%) pacijenata analizirali smo nivoe ekspresije za IGF-1R, p53, Bax
I ERCC1 u odnosu na kategorije Bcl2/Bax ( cut off vrednost od 0,301 ). Deskriptivne
karakteristike ekspresija za IGF.1R, p53, BAX i ERCC1 u odnosu na kategorije Bcl2/Bax
su prikazane u Tabeli 31.

Za nivoe ekspresija ERCC1 u odnosu na razi¢ite kategorije Bcl2/Bax ( Roc cut off
vrednost 0,301) pokazano je postojanje statiticke razlike; pacijenti sa Bcl2/Bax < 0,301
imali su i nize vrednosti ekspresija ERCC1. ( p=0,01)

Iako statiti¢ka razlika nije dostignuta ( p = 0,08) za IGF-1R, pacijenti sa Bcl2/ Bax >
0,310 imali su ¢esée vise nivoe ekspresije IGF-1R ( p= 0,08) . lako statisticka znacajnost
nije pokazana pacijenti sa Bcl2/Bax < 0,301 su imali i nize vrednosti p53 ekspresija ( p=
0,134). Tabela 31.

Tabela 31. Testiranje Bcl2/Bax kategorija u odnosu na ekspresije IGF1-R, p53, Bax i ERCC1

Bcl2/Bax - kategorije

Karakteristike Bax<=0.3014728 Bax>0.3014728 Wilcoxon rank
sum test

Mean (SD) Medijana (Opseg) Mean (SD) Medijana (Opseg)

W= 119
IGF-1R 0.93(0.06) 0.9335(0.8558-1.038)  0.97 (0.1) 0.98 (0.78-1.141) 1~ 008575

We= 127
053 098(0.05) 09777 (08777-1082) L101(0.06) L1002 (08754-1168) Y7 i
Bax 0.92 (0.04) 09165 (0.8737-1.043) 096 (0.07)  0.9572 (0.8067-1.126) p:"gzofg%
ERCC1 101(0.07) 1.015(0.8638-1.136)  1.07 (0.07)  1.063 (0.8898-1.196) p:"gzofg%
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4.6. Poredenja patohistoloskog podtipa tumora (TCi AC) u odnosu
na klinicke parametre

Analizom c¢itave grupe pacijenata (n = 52) i poredenjem pacijenata sa TC u odnosu na
AC dobijeni su sledec¢i rezultati:

- Nije pokazana statisticki razlika vezano za starost pacijenata izmedu ove dve grupe (p
= 0,327); iako su pacijenti sa TC bili nesto mlade Zivotne dobi sa medijanom od 49,5
godina (17-75 godina ) u odnosu na pacijente sa AC ( medijana 53 godine; 29-72 god.).
Tabela 32.

Tabela 32. Distribucija ispitanika (TC prema AC) u odnosu na starost pacijenata

Wilcoxon rank

Starost Mean (SD) Medijana (Opseg) sum test
Grupa
Tipi¢ni 17.45 (17.45) 49.5 (17-75) W= 284
Atipi¢ni 52.35 (10.5) 55 (29-72) p=0.32727

- lako bez pokazane statisticke znaajnosti, pacijenti sa AC su u 53,85% slucajeva bili

muskog pola u odnosu na pacijente sa TC koji su u vecini bili Zenskog pola ( 57,69 %)(

p=0,405). Tabela 33.

Tabela 33. Distribucija ispitanika (TC prema AC) u odnosu na pol

. Grupa Log-Rank
Karakteristike Tipicni Atipicni Ukupno test
Pol 9 _

Muski 11 (42.31%) 14 (53.85%) 25 (48.08%) X _16 3(?;033
Zenski 15 (57.69%) 12 (46.15%) 27 (51.92%) =0
Ukupno 26 (100%) 26 (100%) 52 (100%)
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-Nije pokazana statisticka razlika u odnosu na lokalizaciju tumora kod pacijenata sa TC

u odnosu na AC: 1iako su pacijenti sa TC nesto ¢es¢e imali tumor lokalizovan levostrano

(53,85%) (p=0,579), kao i u odnosu na anatomsku lokalizaciju, pacijenti sa AC su nesto

¢eS¢e imali tumor centralne lokalizacije ( 53,85%) (p= 0,405) kao endoskopski direktne

znake tumora 69,23% ( p =0,157). Tabela 34.

Tabela 34. Distribucija ispitanika (TC prema AC) u odnosu na lokalizaciju bolesti i

endoskopski nalaz

Karakteristike . Grupa . Ukupno Test
Tipi¢ni Atipicni

Lokalizacija bolesti u toraksu 2.~ 0.307
Levostrano 14 (53.85%) 12 (46.15%) 26 (50%) X_lo 57'909’
Desnostrano 12 (46.15%) 14 (53.85%) 26 (50%) p=>.

Lokalizacija tumora 2~ 0693
Centralno 11 (42.31%) 14 (53.85%) 25 (48.08%) X_lo 20503
Periferno 15 (57.69%) 12 (46.15%) 27 (51.92%) p=0.

Znaci tumora 2.~ 1996
Direktni 13 (50%) 18 (69.23%) 31 (59.62%) X1 0 1576 '
Indirektni 13 (50%) 8 (30.77%) 21 (40.38%) p=0.

Ukupno 26 (100%0) 26 (100%) 52 (100%)

- U naSoj grupi, izmedu pacijenata sa TC u odnosu na AC, U odnosu na prezentujuce

simptome nije pokazana statisticka razlika u odnosu na druge simptome sem za

postojanje hemoptizija gde je pokazana statisticka znac¢ajna razlika : pacijenti sa AC

su statisti¢ki ¢eS¢e imali hemoptizije ( 53,85%) u odnosu na pacijente sa TC koji su
u vecini slucajeva bili bez hemoptizija ( 80,77%)( p = 0,009). (TC prema AC: 5/26
(19.23%) prema 14/26 (53.85%); Pearson Chi-squared Test: y?1=6.72; p=9.55*103).

( Tabela 35)

- Nije pokazana statisticka razlika izmedu pacijenata sa TC u odnosu na AC vezano za

pojavu: recidivantnih pneumonija ( p= 0,773), pojavu bola ( 0,254) kao dispneje (p
= 0,577) ,febrilnosti ( p= 0,773) ili kaslja ( p=0,190). Tabela 35.
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Tabela 35. Karakteristike primarnog oboljenja u odnosu na PH podtip (TC prema AC)

Grupa

Karakteristike Tipicni Atipicni Ukupno Test

Prezentujuéi simptomi u trenutku dg -

recidivantne pneumonije *y21=0.0829,
Ne 16 (61.54%) 17 (65.38%) 33 (63.46%) p=0.7733
Da 10 (38.46%) 9 (34.62%) 19 (36.54%)

Prezentujuci simptomi u trenutku dg - bol o2 =13
Ne 18 (69.23%) 14 (53.85%) 32 (61.54%) _X012_54'2i3
Da 8 (30.77%) 12 (46.15%) 20 (38.46%) =5

Prezentujuci simptomi u trenutku dg -

dispneja *21=0.309,
Ne 13 (50%) 15 (57.69%) 28 (53.85%) p=0.57797
Da 13 (50%) 11 (42.31%) 24 (46.15%)

Prezentujuci simptomi u trenutku dg -

hemoptizije *v21= 6.717,
Ne 21 (80.77%) 12 (46.15%) 33 (63.46%) p=0.00954
Da 5 (19.23%) 14 (53.85%) 19 (36.54%)

Prezentujuéi simptomi u trenutku dg -

febrilnost *21=0.083,
Ne 16 (61.54%) 17 (65.38%) 33 (63.46%) p=0.7733
Da 10 (38.46%) 9 (34.62%) 19 (36.54%)

Prezentujuéi simptomi u trenutku dg -

kasalj # p=0.1906
Ne 5 (19.23%) 1 (3.85%) 6 (11.54%)

Da 21 (80.77%) 25 (96.15%) 46 (88.46%)

Ukupno 26 (100%) 26 (100%) 52 (100%)

* Pearson y? Test, # Fisher Exact Test

Obe grupe pacijenata su Ce$¢e imale simptome prisutne ili do tri meseca od

postavljanja dijagnoze ( pacijenti sa TC u 38,46% i sa AC u 23,08%) ili duze od 12

meseci pre postavljanje dijagnoze, bez postojanja statisticki znafajne razlike

(pacijenti sa TC u 30,77% a AC u 34,62%) ( p= 0,193). Tabela 36.

Tabela 36. Pocetak simptoma u odnosu na PH podtip ( TC prema AC)

Preko 12 meseci

8 (30.77%)

9 (34.62%)

17 (32.69%)

Grupa :
Karakteristike i Ukupno EX';'SP 'ei'rest
Tipi¢ni Atipi¢ni
Prezentujuci simptomi u trenutku dg —
bez/sa simptomima _
Ne 3 (11.54%) 0 (0%) 3 (5.77%) p=0.2352
Da 23 (88.46%) 26 (100%) 49 (94.23%)
Pocetak simptoma pre postavaljanja
dijagnoze
Nema tegoba 3 (11.54%) 0 (0%) 3 (5.77%)
Do 3 meseca 10 (38.46%) 6 (23.08%) 16 (30.77%) p=10.1936
Do 6 meseci 3 (11.54%) 6 (23.08%) 9 (17.31%)
Do 12 meseci 2 (7.69%) 5 (19.23%) 7 (13.46%)

Ukupno

26 (100%)

26 (100%)

52 (100%)
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- Ispitivanjem pTNM Kkarakteristika tumora pokazano je da su pacijenti sa AC
statisti¢ki ¢eSc¢e imali inicijalno visi pT stadijum bolesti ( pT2a, pT2b kao i pT3)
(p= 0,025) kao i zahvacene limfne zlezde ( pN1+N2) ( p = 0,009) zbog Cega su
pacijenti sa AC i statisti¢ki ¢e$¢e imali stadijum II/IIl bolesti ( p = 0,01). Tabela 37.

Tabela 37. Karakteristike tumora ( pTNM) u odnosu na PH podtip ( TC prema AC)

Grupa
Karakteristike Ukupno Test
Tipi¢ni Atipi¢ni

p TNM Kklasifikacija — T
Tla 6 (23.08%) 1 (3.85%) 7 (13.46%)

Tib 8 (30.77%) 4 (15.38%) 12 (23.08%) tp= 0.02506
T2a 9 (34.62%) 8 (30.77%) 17 (32.69%) '

T2b 2 (7.69%) 7 (26.92%) 9 (17.31%)

T3 1 (3.85%) 6 (23.08%) 7 (13.46%)

p TNM Kklasifikacija - T (kategorije)

T1 14 (53.85%) 5 (19.23%) 19 (36.54%) 4p= 0,01900
T2 11 (42.31%) 15 (57.69%) 26 (50%) '
T3 1 (3.85%) 6 (23.08%) 7 (13.46%)

p TNM Kklasifikacija — N
No 21 (80.77%) 12 (46.15%) 33 (63.46%) tp= 0,02905
N1 4 (15.38%) 8 (30.77%) 12 (23.08%) '

N2 1 (3.85%) 6 (23.08%) 7 (13.46%)

p TNM klasifikacija - N-kategorije o2 = 6717
No (bez + nodusa) 21 (80.77%) 12 (46.15%) 33 (63.46%) x_10 00954,
N1+N2 (sa + nodusima) 5 (19.23%) 14 (53.85%) 19 (36.54%) p=2

p TNM klasifikacija — M
Mo 26 (100%) 26 (100%) 52 (100%) i

Inicijalni klinicki stadijum
1A 11 (42.31%) 4 (15.38%) 15 (28.85%)

B 7 (26.92%) 4 (15.38%) 11 (21.15%) _

A 6 (23.08%) 5 (19.23%) 11 (21.15%) #p= 001584
1B 1 (3.85%) 6 (23.08%) 7 (13.46%)

A 1 (3.85%) 7 (26.92%) 8 (15.38%)

Inicijalni klinicki stadijum-kategorije
IA + B 18 (69.23%) 8 (30.77%) 26 (50%) tp= 0.01050
A + 1IB 7 (26.92%) 11 (42.31%) 18 (34.62%) '

A 1 (3.85%) 7 (26.92%) 8 (15.38%)

Ukupno 26 (100%) 26 (100%) 52 (100%)

* Pearson y? Test, # Fisher Exact Test

- U odnosu na vrstu operacije pacijenti sa TC su ceS¢e imali lobektomiju ili
bilobektomiju kao vrstu operacije ( 80,77%), u odnosu na pneumonektomiju ili
atipicnu resekciju koje su bile ¢es¢e vrste operacije kod pacijenata sa AC, ali bez

pokazane i statisti¢ki znacajnosti za ove parametre (p =0,161). Tabela 38.
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Tabela 38. Vrsta operacije u odnosu na kategoriju PH podtip (TC prema AC)

Grupa
Karakteristike Ukupno Test
Tipi¢ni Atipi¢ni

Vrsta operacije
Lobektomija ili bilobektomija 21(80.77%) 15(57.69%) 36(69.23%) tp= 0,161
Pneumonektomija 1(3.85%) 5(19.23%) 6(11.54%) '
Atipicna resekcija 4(15.38%) 6(23.08%) 10(19.23%)

PH tip
Tipic¢ni karcinoid 26(100%) 0(0%) 26(50%) #p=4.03-10"%°
Atipi¢ni karcinoid 0(0%) 26(100%) 26(50%)

Ukupno 26 (100%0) 26 (100%0) 52 (100%0)

# Fisher Exact Test

- lako nije pokazana i statisticki znacajna razlika, u odnosu na postojanje relapse
bolesti, pacijenti sa TC u odnosu na AC su imali rede relaps bolesti (15,38% prema
38,46%) (p = 0,11) Tabela 39.

Tabela 39. Relaps bolesti u odnosu na kategoriju PH podtip ( TC prema AC)

isti Grupa Fisher
Karakteristike Ukupno Exact Test
Tipi¢ni Atipi¢ni
Ralaps ili progresija bolesti
Bez relapsa ili progresije bolesti 22 (84.62%) 16 (61.54%) 38 (73.08%) p=0.1163
Sa relapsom ili progresijom bolesti 4 (15.38%) 10 (38.46%) 14 (26.92%)
Status za ukupno prezivljavanje
Ziv 22 (84.62%) 16 (61.54%) 38 (73.08%) p=0.1163
Mrtav 4 (23.53%) 10 (38.46%) 14 (26.92%)
Ukupno 26 (100%) 26 (100%) 52 (100%)

- Pacijenti sa TC su imali duZe srednje preZivljavanje kao i medijanu preZivljavanja u

odnosu na pacijente sa AC. Tabela 40.

Tabela 40. Medijana prezivijavanja u odnosu na kategoriju PH podtip ( TC prema AC)

PreZivljavanje Mean (SD) Medijana (Opseg)
Grupa
Tipicni 120.4 (53.09) 132.1 (7.59 - 210.9)
Atipicni 83.54 (57.64) 66.76 (1.12 -236.6)
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Poredenjem nivoa ekspresije za IGF-1R, p53, Bax, ERCC1, Bcl2 kao i Bcl2/Bax, iako nije
pokazana statisticki znacajna razlika u nivoima ekspresije za radene paramere, izmedu
pacijenata sa TC u odnosu na AC: pacijenti sa TC su imali nesto viSe nivoe ekspresije za
p53 ( p=0,422), Bax ( p=0,686) , ERCC1 ( p = 0,181) kao i nivoi ekspresije Bcl2 (p=
0,839) dok su kod pacijenata sa AC bile nesto vise vrednosti ekspresija za IGF-1R ( p=
0,418). Iako je odnos Bcl2/Bax oc¢ekivano bio visi kod pacijenata sa TC u odnosu na AC

statisti¢ka razlika nije pokazana ( p = 0,931) .Tabela 41.

Tabela 41. Nivoi ekspresije IGFR, p53,Bax,ERCC1 i Bcl2 u odnosu na kategoriju PH podtip (
TC prema AC)

Grupa

Karakteristike Tipi¢ni Atipi¢ni Wilcoxon rank

sum test

Mean (SD) Medijana (Opseg) Mean (SD) Medijana (Opseg)

IGF1R 0.95(0.09)  0.9361 (0.7832-1. 141) 0.96 (0.08) 0. 9677 (0. 78-1.141) p;NO: Prios
ps3 1(0.07) 1.014 (0.8777-1. 168) 0.99 (0.04)  0.9933 (0.8754-1.078 ) 3333335’3
Bax 0.95(0.06)  0.9301(0.8867-1102) 0.94(0.07) 0.9285 (0.8067-1.126) pl"’02618%51 .
ERCC1 106 (0.07) 1061 (0.9183-1.196) 102(008) 1039 (0.8638-1.142 ) p;"’;éﬁz
Bel2 1.81(2.43) 0.2616 (0.0059-6.775) 0.5 (0.53) 0.3927 (0. 0007-2.293) p%}%%%{s
Bcl2/Bax 188 (255)  0.2845 (0.006669-7.217) 053 (0.57)  0.4235 (0.0007269 -2.547) p;"’(fgﬁ‘é ;

4.7. Prognosticki faktori za ukupno prezivljavanje

Ukupno pracenje pacijenata je bilo izmedu 1 i 237 meseca, sa medijanom od 93,54
meseca. (srednje 102 meseca, SD 57,94). Za to vreme relaps bolesti je imalo 14 od 52
pacijenta ( 26,92%) nakog Cega je usled dalje sistemske progresije nastupio i letalni ishod
kod 14 /52 pacijenata. (Tabela 42).

Medijana za OS nije dostignuta i petogodiSnja stopa prezivljavanja je bila 76,5%
(Grafikon 5)
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Grafikon 5. Kaplan-Meier kriva za OS: cela grupa pacijenata

Tabela 42. Ukupno pracenje pacijenata i relapsa bolesti (n=52)

Karakteristike N (%)
Follow up period (meseci)
Mean (SD) 102 (57.94)
Medijana (opseg) 93.54 (1.1-236.6)
Ralaps ili progresija bolesti
Bez relapsa ili progresije bolesti 38 (73.08%)
Sa relapsom ili progresijom bolesti 14 (26.92%)
Status za ukupno preZivljavanje
Ziv 38 (73.08%)
Mrtav 14 (26.92%)
Ukupno 52 (100%0)

Analiza prezivljavanja potvrdila je da su neke klini¢ko-patoloske karakteristike tumora
imale uticaj na ukupno prezivljavanje ( Tabela 43). Pacijenti sa pT3 stadijumom bolesti
imali su statisticki znacajnije, krac¢e prezivljavanje u poredenju sa pacijentima koji su
imali pT1 i pT2 stadijum bolesti ( p < 0,01; Tabela 43; Grafikon 6 )

Postojanje zahvacenosti limfnih nodusa ( N1+N2) u poredenju sa pacijentima koji su
imali No status ( p < 0.01; Tabela 43; Grafikon 7) dalo je statisticki losije OS.

Takode, pacijenti sa stadijumom III bolesti su imali statisticki dokazano kra¢e ukupno
prezivljavanje u poredenju sa pacijentima sa stadijumom | ( p< 0.01; Tabela 43,44,
Grafikon 8).
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Tabela 43. Rezultati analiza prezivljavanja za podgrupe u odosu na pol, pT stadijum, pN

stadijum , klinicki stadijum bolesti, vrstu operacije i PH podtip tumora

Characteristics

Subgroup survival analysis

N (%) Median OS with 95% CI Log-Rank test

Total pts 52 (100%0) -
Gender
Males NR* ns”
Females NR*
T in pTNM stage
T1 (T1la+T1b) NR*
T2 (T2a+T2b) NR# p<0.01
T3 52.8 (>45.3)
N in pTNM stage
Ln — (NO) NR#
Ln+ (NL1+N2) 137 (>52.8) p<0.05
Clinical stage
I (la+lb) NR#
Il (Ila+l1b) NR# p<0.05
I 54.1 (>52.8)
Type of surgery
Lobectomy, bilobectomy NR# <001
Pneumonectomy 49.1 (>15) p<b-
Atypical resect NR#
PH type
TC NR# p<0.05
AC NR#
Total pts 38 (100%0) -
Bcl2 (ROC cut-off)
<0.1451 9 (23.68%) 173 (>137) ns"
>0.1451 29 (76.32%) NR#
Bcl2/Bax (ROC cut-off)
<0.3014728 28 (73.68%) NR# ns*
>0.3014728 10 (26.32%) NR#

ns” - not statistically significant (p>0.05); NR* - Not reached

77



Tabela 44. Rezultati testiranja izmedu kategorija parova

Pairs

Log-Rank test

T in pTNM staging

T1lvsT2 p*=0.6793

TlvsT3 p*=0.0002

T2vsT3 p*=0.0007
Stage

I (la+1b) vs Il (Ila+11b) p*=0.2129

I (la+1Ib) vs 111 p*=0.0102

I (Ila+11b) vs I p*=0.0989
Type of surgery

Lobectomy, bilobectomy vs Pneumonectomy p*=4.3*107

Lobectomy, bilobectomy vs atypical ressection  p*=0.1725

Pneumonectomy vs atypical ressection p*=0.0111

* According Bonferroni correction (p<0.05/3=0.0167)
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Grafikon 6. Kaplan-Meier kriva za OS: u odnosu na T u pTNM
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Grafikon 7. Kaplan-Meier kriva za OS: u odnosu na N u pTNM
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Grafikon 8. Kaplan-Meier kriva za OS: u odnosu na stadijum bolesti
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Pacijenti kod kojih je radena pneumonektomija imali su loSije ukupno prezivljavanje u
odnosu na pacijente kod kojih je radena lobektomija ili bilobektomija, ali bolje OS u
poredenju sa pacijentima kod kojih je radena atipi¢na resekcija tumora ( p = 0.01 za oba

slu¢aja; Tabela 43,44; Grafikon 9).

0.9 - 2
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Grafikon 9. Kaplan-Meier kriva OS: u odnosu na vrstu operacije

Pokazana je statisticki znacajna razlika u OS u osnosu na PH podtip tumora: pacijenti sa
AC imali su krace ukupno prezivljavanje u poredenju sa pacijentima sa TC (p = 0.02 ;
Tabela 43, Grafikon 10).
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Grafikon 10. Kaplan-Meier kriva OS: u odnosu na PH podtip tumora (TC/AC)

Nije pokazana statisti¢ka razlika u OS u odnosu na kategorije Bcl2 i Bcl2/ Bax za ROC

cut-off vrednosti za Bcl2 i Bcl2/Bax ( Tabela 43; Grafikoni 11 i 12) , mada je medijana

OS bila losija u grupi sa visSim Bcl2/Bax odnosom ( 82,4 meseca prema 137,4 meseca) ,

ali bez pokazane statisticki znacajne razlike ( p=0,15).
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Grafikon 11. Kaplan-Meier kriva OS : u odnosu na ROC cut-off vrednosti za Bcl2
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Grafikon 12. Kaplan-Meier kriva OS :u odnosu na ROC cut-off vrednosti za Bcl2/Bax

Cox-ova regresiona analiza prognostic¢kih faktora za OS u celoj grupi pacijenata

Od znacaja za istrazivanje je bilo ispitivanje prognostickih faktora za ukupno
prezivljavanje primenom Cox-0vog regresionog hazardnog modela. Rezultati sprovedene

analize za univarijantnu analizu prikazani su u tabeli 45.

Tabela 45. Rezultati univarijantne Cox-ove regresione analize za OS u celoj grupi pacijenata

Univariate Cox regression

Parameters

HR* (95% CI) Test?
Tin TNM
T2:T1 1.4 (0.3-6.0) _
T3:T1 9.7 (2.2-42.3) p=0.003747
N in TNM
N1+N2+N3:NO 2.9 (1.0-8.5) p=0.04815
Clinical stage
la+llb:la+1b 2.2 (0.6-8.3) _
[la+111b:la+Ib 5.1(1.4-19.1) p=0.05806
PH type
Atipini:tipi¢ni 3.4 (1.1-11.2) p=0.029
Surgery type
Pneumonektom: 13.38 (3.7-48.0)
lobektom.+bilobektom p=0.0006034
Atip.resek : lobektom.+bilobektom 2.80 (0.63-12.51)
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5. DISKUSIJA

Karcinoidi pluca ¢ine samo 1% do 2% od svih malignih tumora plu¢a. Poznaju¢i podatak
da se AC javljaju mnogo rede nego TC i da ¢ine samo oko 10% svih karcinoida bronha,
jasno je da su AC statisticki veoma retki tumori pluca. ( 0,1% do 0,2% od ukupno svih
malignih tumora pluca). 1z ovog razloga i veliki broj klini¢ara nikada nije u prilici da se
sretne sa pacijetom koji ima karcinoid pluc¢a i ¢esto lekari nisu dovoljno upoznati sa
razlikama izmedu TC i AC. Obzirom na jako nisku incidencu kao i nedovoljno
objavljenih klinickih studija najveéi broj hirurga i onkologa nema dovoljno informacija o
ovim tumorima, tako da leCenje pacijenata sa karcinoidom pluéa i dalje za vecinu
onkologa predstavlja izazov. U literaturi ne postoji dovoljno objavljenih podataka da bi
se jasno definisali protokoli vezani za terapiju karcinoida bronha, tako da jasne
medunarodne preporuke za leCenje uznapredovalog karcinoida bronha ne postoje.
Obzirom na objavljene podatke vezane za samu patogenezu i nastanak ovih tumora, u
poslednjih deset godina, ¢esto su se menjali Stavovi vezani za sam nastanak ovih tumora,
kao i Klasifikaciju a  biolosko ponasSanje ovih tumora i dalje predstavlja izazov za
istrazivaCe uprkos dostupnim saznanjima. Stalno godi$nje povecanje inidence pluénih
karcinoida koje je ne vezano za demografske karakteristike pacijenata i koje je potvrdeno
i u Evropi i SAD-a, moze se objasniti i pove¢anim interesovanjem klini¢ara za ove tumore
kao i danas standardnim koris¢enjem imunohistohemijskog bojenja pri postavljanju
dijagnoze. (16,18).0vo zapazanje se posebno odnosi na poveéanje incidence AC, koje se
moZe objasniti danas bolje definisanim patoloSkim kriterijjumima za postavljanje

dijagnoze ovih tumora.

U radovima Hagea, Travisa i saradnika detaljno je izucena struktura neuroendokrinih
¢elija bronhijalnog epitela i ¢elija karcinoida bronha. Ovi autori su pokazali da histoloske
karakteristike neuroendokrinih tumora mogu da variraju od slu¢aja do slu¢aja, pa i unutar
jednog tumora. Nakon saznanja o postojanju jadinstvenog NE sistema sa ¢elijama
lokalizovanim u razli¢itim organima, i mnogi drugi autori detaljno opisuju ultrastrukturne
karakteristike kako normalnih neuroendokrinih ¢elija tako i maligno izmenjenih ¢elija
razli¢itih neuroendokrinih tumora (18,26,31,217,218,219). Danas se zna da NET-i
pokrivaju tumore Sirokog spektra histoloskih karakteristika kao i sa razli¢itim bioloskim

ponasanjem: od relativno indolentnih TC do bioloski veoma agresivnih tumora poput
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SCLC. Danas je dokazano da NET-i visokog stepena agresivnosti (LCNEC i SCLC)
Imaju znacajno losiju prognozu koja je, prema dostupnim referencama, u korelaciji sa
klini¢kim stadijumom bolesti (164,220,221). Uprkos zna¢ajnim nau¢nim saznanjima,
zanimljivo je da i danas, ipak, jo$ uvek ne postoje jasni zakljucci vezani za definitivno
razlikovanje TC od AC vezano za nastanak, dijagnozu, biolosko ponasanje, klini¢ki profil
kao i terapijske algoritme ovih tumora. U skladu sa WHO klasifikacijom za NET-e iz
2004. i 2015. godine, postoji preporuka da se za potvrdu dijagnoze Kkoriste
imunohistohemijski markeri: chromogranin A, synaptophysin i CD 56 (7). Medutim,
prema dostupnim podacima iz literature, zakljuc¢eno je da ni jedan od navedenih tumorski
markera nije dovoljno specifican da bi se njihovim utvrdivanjem napravila jasna razlika
izmedu razli¢itih podtipova NET-a (156,157). Ova studija je karakteristi¢na po tome §to
su svi uzorci tumora dobijeni nakon hirurSke resekcije tako da je dijagnoza TC ili AC
postavljena na dobijenim veé¢im hirur§kim uzorcima i potvrdena od strane dva iskusna
patologa koriste¢i patoloske Kriterijume 2004. WHO Kilasifikacije za NET-e. Ovaj
postupak je u skladu sa vaZe¢im preporukama gde se smatra da je razlikovanje TC od
AC nemoguce na malom uzorku biopsije ili citoloSkom preparatu ( 157). U ovom radu
odabrane su dve podjednake grupe , sa istim brojem TC i AC ( po 26 pacijenta) Sto ovu
seriju ¢ini jednom od vecih a vezano za ukupan broj pacijenata sa AC iskljuc¢ivo pluénog

porekla.

Na osnovu dostupnih podataka iz literature, danas postoji sve vise dokaza o razli¢itoj
karcinogenezi dve podgrupe NET-a: grupe koju ¢ine manje agresivni TC i AC u
poredenju sa grupom agresivnih NET-a ( koju ¢ine mikrocelijski i krupnocelijski NET-
I). Histopatoloski, NET-e visokog gradusa maligniteta karakteriSe visok mitotski i
proliferativni indeks, dok karcinoide bronha definise maksimalno 10 mitoza na 2mm2 (
10-struko uvecanje) i oni retko imaju Ki-67 proliferativni indeks preko 10%-20%. Zna se
da je Ki-67 ekspresija nedovoljna da razlikuje TC od AC , kao i SCLC od LCNET-4a, ali
se moze koristiti kao jedan od parametara za predikciju prognoze (156,157). NET-i
visokog gradusa maligniteta su hemiosenzitivniji tumori sa jasnije definisanim
hemioterapijskim protokolima i za ove tumore ( SCLC i LCNET) hirursko lecenje nije
prva terapijska opcija obzirom da su inicijalno najées¢e u uznapredovaloj fazi bolesti.
Obrnuto, TC i AC su ¢eS¢e hemio i radiorezistentni i njihov glavni oblik terapije je

hirursko lecenje.
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Za razliku od slabo diferentovanih pluénih NET-a ( poput SCLC) za koje postoji jasna
povezanost sa puSenjem, za dobro diferentovane NET-e nije jasno dokazana povezanost
sa puSenjem ( 4). Za mnoge razlike izmedu karcinoida i SCLC i LCNET-a se smatra da
su posledica pusSenja koje je jasno povezano sa nastankom NET-a visokog gradusa
maligniteta. Pusenje izaziva p53 mutacije koje se Cesto javljaju kod SCLC a retko kod
karcinoida. Smatra se da je biologija karcinoida manje zavisna od aberacija uzrokovanih
pusSenjem a viSe zavisna od drugih, za sada nejasnih mehanizama. Mnogi autori su iz
niza opravdanih razloga zakljucili da je potrebna nova definicija NET-a , uz zakljucak
da ovi tumori ne pripadaju istom spektru tumora, uz savet da se redefiniSu kako
dijagnosticki tako i terapijski pristupi ovim tumorima. Upravo iz tih razloga danas i

postoji potreba za boljim utvrdivanjem razlika izmedu TC i AC (222).

Vecina studija je pokazale da se agresivniji oblici neuroendokrinih tumora ¢esce javljaju
kod starijih pacijenata ( starosti izmedu 50 i 70 godina ) u poredenju sa karcinoidima koji
se javljaju ranije: i to izmedu Cetvrte i Seste dekade Zivota, sa proseCnom starosti od 45
godina za pacijente se TC i prosec¢no deset godina starijih pacijenata sa AC. ( 223,224).
U naSoj studiji, prosecna starost ispitanika u celoj grupi bila je 49,5 godina §to je u skladu
sa podacima iz literature gde se navodi da karcinoidi plu¢a ¢es¢e nastaju kod mladih
pacijenata u poredenju sa karcinomima bronha. U celoj grupi, od 52 pacijenta, mi nismo
pokazali da je postojala statisticki znacajnija razlika vezana za distribuciju tumora, ( TC
prema AC) a vezano za godine pacijenta kao i pol. lako su pacijenti sa AC bili nesto
starijeg Zzivotnog doba ( TC : AC/ 53 god. : 49,5 god.) $to je u skladu sa poznatim
podacima iz literature gde su i druge studije pokazale da je srednje zivotno doba
pacijenata sa bronhijalnim karcinoidom izmedu 40 i 60 godina, $to predstavlja mlade
zivotno doba u poredenju sa drugim tipovima karcinoma bronha (118,216,225). Zna se
da je odnos izmedu TC i AC 8-10 prema 1, §to AC ¢ini jednim od naj redih tumora pluc¢a
uopsSte. Medutim ovaj podatak se mora uzeti sa rezervom obzirom da se za veéinu
podataka , Cak i iz velikih statistickih baza poput one u SAD-a ( SEER registar) od pre
deset godina i ranije, ne moze potvrditi da li bi postavljene histoloske dijagnoze TC ili
AC i danas bile potvrdene. U nasoj studiji odabrane su dve grupe podjednake veli¢ine sa
po 26 pacijenata TC i AC, sto nasu grupu ¢ini posebnom po broju pacijenata sa AC.

U nasoj grupi od ukupnog broja pacijenata, postojala je skoro podjednaka zastupljenost

muskog i zenskog pola, ( 25 pacijenata muskog i 27 Zenskog pola). U odnosu na pod tip
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tumora , takode nije pokazana statisticki razlika vezano za pol, mada su pacijenti sa AC
nesto ¢esce bili muskog pola ( muski pol: TC : AC /42,31 % : 53,85 %). (Tabela 1)

I u literaturi se navodi da kod karcinoida bronha postoji podjednaka zastupljenosti
polova S§to je u skladu sa rezulatima veéeg broja studija koje su objavile skoro
podjednaku distribuciju medu polovima (226,227). Neke studije poput one Thomasa i
saradnika, Hagea, Chughtai-a i saradnika kao i nekih drugih autora medutim, objavljuju
nesto vecu ucestalost zenskog pola u svojim serijama kod pacijenata sa TC (17,118, 228),
Sto je bio slucaj i u nasoj studiji.

Pacijenti sa karcinoidima bronha najSec¢e imaju prisutne nespecifi¢ne simptome koji se
mogu javiti 1 kod niza drugih pluénih bolesti, $to sve komplikuje postavljanje dijagnoze.
Postojanje nespecifiénih simptoma je i najvazniji razlog kasnjenja sa dijagnozom kod
pacijenata sa karcinoidima bronha. Tumori koji su centralno lokalizovani najéesc¢e daju
simptome koji su posledica centralne lokalizacije u velikim disajnim putevima ( kasalj,
hemoptizije , dispneja i vizing, kao i pneumonitis), dok su periferno lokalizovani tumori
¢es¢e asimptomatski. Za celu nasu grupu karcinoida ( TC + AC) najéesce prisutni
prezentujuéi simptomi bili su: kasalj (88% pacijenata) i dispneja ( 46,55% pacijenata).
Bol je bio prisutan kod 38,46% pacijenata. Vec¢ina pacijenata ( 52,75%) je startno imala
prisutno vise simptoma (3 do 5 simptoma). U naSoj grupi je samo 5,77% pacijenata sa
karcinoidom bronha bilo bez simptoma. Ovaj nalaz je u skladu sa rezultatima iz studije
Hurt i Batesa gde je 84% pacijenata imalo simptome u trenutku postavljanja dijagnoze
(229). U literaturi se medutim navodi, a takode i vecina studija objavljuje da inicijalno
kod pacijenata sa karcinoidima bronha postoje simptomi kod proseéno 20 — 60%
pacijenata ( 66) dok se u nekim serijama pominje da 53 - 83% pacijenata sa karcinoidom
bronha inicijalno nemaju prisutne simptome ( 228,230). U odnosu na vreme proteklo od
pojave siptoma do postavljaja dijagnoze u nasoj studiji vecina pacijenata je grupisana u
dve grupe: jednu gde su pacijenti imali simptome ili do godinu dana pre postavjanja
dijagnoze i drugu, gde je postojalo vreme samo do tri meseca pre postavljanja dijagoze.
U literaturi se pominje podatak da u praksi ¢ak i do kod 50% pacijenata sa NET-a prode
period i do dve godine od pojave simptoma do postavljanja dijagnoze plu¢nog NET-a.
(42,157,231). Takode rad Grandberga i saradnika pokazao je da su ¢ak kod 49% pacijenta
prethodno postavljene druge dijagnoze , Sto uz ustanovljen zakljucak da je kod ¢ak do

50% pacijenata prosao period i do dve godine od nastanka simptoma do postavljanja
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dijagnoze , ukazuje na jasan problem vazan za postavljanje dijagnoze kod ovih tumora
(157). U naSoj studiji naglasili smo vaznost prepoznavanja prezentuju¢ih simptoma,
naro¢ito u slu¢ajevima agresivnijih AC. U ovoj studiji pacijenti sa AC imali su krace
vreme od nastanka simptoma do postavljanja dijagnoze, verovatno iz razloga cesce
centralne lokalizacije AC u nasoj grupi. ( endoskopski centralna lokalizacija: AC:TC /
53,85% : 42,31% ). Ovaj rezultat je od izuzetnog znacaja obzirom na vecu agresivnost
AC u poredenju sa TC, gde je upravo cinjenica da je postavljanje dijagnoze kod
pacijenata sa AC bilo promptno i rezultirala ovom velikom serijom operisanih pacijenata
sa AC. Ukoliko se dijagnoza AC ne postavi na vreme, AC kao bioloski agresivniji tumor
uodnosuna TC daje distalno metastaze i to najSecce u jetru i kosti. Vecina autora pominje
da je ¢ak do 85% NET-a lokalizovano centralno (10% u glavnim disajnim putevima i
75% u lobarnim bronhima) sa oko 15% NET-a periferne lokalizacije (4,5,186). lako kod
nas nismo potvrdili statisti¢ki razliku u lokalizaciji tumora: centralna ( 48,08%) naspram
periferne lokalizacije ( 51,92%), u literaturi se navodi da su TC i SCLC statisticki ¢esce
centralne lokalizacije u poredenju sa AC i LCNET-ima koji su c&esce periferno
lokalizovani (31,232). | u naSoj grupi pacijenti sa AC su ¢eS¢e imali tumor centralno
lokalizovan. Ovo se donekle moze objasniti i striktnim kriterijumima pri patohistoloskom
postavljanju dijagnoze AC u nasoj seriji kao i ¢injenicom da su svi patohistoloski uzorci
kod nas poticali od uzoraka dobijenih operativno. Visok procenat pacijenata sa AC koji
su imali tumor centralno lokalizovan u nasoj grupi, smatramo da ukazuje na ve¢ ranije
definisan problem nemoguénosti postavljanja dijagnoze AC na malim iseccima

dobijenim bronhoskopijom.

U odnosu na lokalizaciju tumora, kod nas je postojala podjednaka zastupljenost
levostrano u odnosu na desnostrano lokalizaciju tumora, iako se u literaturi pominje da
se karcinoidi c¢e$ce javljaju desnostrano, naro€ito u srednjem reznju (58). Poredenjem
izmedu podtipova tumora, a vezano za klinicku simptomatologiju, nismo dokazali
postojanje statisticki razlike izmedu podtipova tumora sem za postojanje hemoptizija
koje su i statisticki ¢eSce bile prisutne kod pacijenata sa AC ( AC:TC/ 53,85% :19,23%;
p=0,009). Ovo se moze povezati sa ¢eSce centralnom lokalizacijom AC u nasoj grupi,
Sto je shodno tome kod nas dalo i cesce endoskopski direktne znake tumora kod

pacijenata sa AC u poredenju sa TC ( 69,23% pacijenata sa AC ).
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Za definisanje glavnih karakteristika karcinoida poput : zahvacenosti limfnih ¢vorova,
veli¢ine i lokalizacije tumora kao i prisusvo metastaza u grudnom kosu zlatni standard je
kontrastni MSCT grudnog koSa. Ova metoda je standard za detekciju, odredivanje
lokalizacije kao i stejdzing ovih tumora $to je u skladu sa vaze¢cim NCCN kao i ENTS
preporukama. Bronhoskopija je i1 dalje ostala dijagnosti¢ki standard ne samo pri
definisanju centralno lokalizovanih tumora ve¢ i zbog dobijanja uzorka biopsijom, a radi
postavljanja dijagnoze (7,165,166,221). U odredenim slu¢ajevima mogu se koristiti i
novije bronhoskopske metode ( EBUS ili rigidna bronhoskopija kod selektovanih
pacijenata). Za sve pacijente sa NET-ima danas vazece preporuke su koris¢enje UICC
sedme TNM klasifikacije pri staziranju bolesti $to je od krucijalne vaznosti zbog hirurske
procene o le¢enju pluénih karcinoida ( 156,157). Analiziraju¢i razliku izmedu TC 1 AC,
vec¢ina studija pokazala je da AC imaju ¢eS¢e zahvacene regionalne limfne ¢vorove u
trenutku dijagnoze, u poredenju sa TC , kao i ¢e$¢i N2 stadijum, §to je povezano i sa
lo$ijim 5-to i 10-to godi$njim prezivljavanjem kod AC (5,164,173,233).

U nasoj studiji veéina pacijenata imala je pT2 stadijum bolesti ( T2a +T2b) ( 50,0%), dok
je 36,5% pacijenata u celoj grupi karcinoida ( TC +AC) imalo pT1 stadijum bolesti. Za
ovu grupu karakteristi¢no je da je veéina pacijenata imala pNO stadijum bolesti ( 63,46%)
zbog cega je vecina pacijenata imala I ( Iat Ib) klini¢ki stadijum bolesti ( 51,92%
pacijenata). U naSoj studiji, ustanovili smo da su pacijenti sa AC 1 statisticki ¢eS¢e ( p <
0,01) imali visi pT stadijum. Vecina pacijenata sa TC imala je pT1 stadijum tumora (
53,85%) dok su pacijenati sa AC u vecini slu¢ajeva imali pT2 ( 57,69%) 1 pT3 stadijum
(23,08%). Pokazana je statisticka razlika u odnosu na pozitivan nodalni status u trenutku
dijagnoze ( p < 0,05) obzirom da je vecina pacijenata sa TC ( 80,77%) imala pNO
stadijum bolesti a vecina pacijenata sa AC ( 53,85%) imala pozitivan nodalni status (
pN1+pN2). Ova razlika se jasno odrazila i na potvrdenu statisticku razliku izmedu TC i
AC a vezano za pTNM klinicki stadijum bolesti. Pacijenti sa AC su i statisticki ¢esce
imali vi$i stadijum bolesti ( p < 0,05). (Tabela 30) I nasa studija je ovom ¢injenicom
takode potvrdila vaznost jasnog definisanja postojanja nodalne zahvacenosti kod
pacijenata sa karcinoidom bronha, zbog uticaja na prognozu TC i AC, obzirom da je
potvrdena veza izmedu nodalne zahvacenosti i losije prognoze kao i vece tendencije ka
relapsu bolesti. Sto se ti¢e odluke o operativnom le¢enju i dalje ne postoje jasni hirurski

stavovi vezani za operativno leCenje N2 stadijuma bolesti kod karcinoida bronha, obzirom
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da bi vecina hirurga danas predlozila operativno leCenje za N2 stadijum bolesti kod
karcinoida bronha, §to je potvrdeno i vazeéim stavovima Evropskog Udruzenja
Torakalnih Hirurga ( European Society of Thoracic Surgeons). U odnosu na vrstu
operacije u celoj grupi nasih pacijenata najces¢e su radeni lobektomija i bilobektomija
(69,23%) i iako nije pokazana statistiCka razlika u vrsti radenih operacija izmedu TC i
AC, kod pacijenata sa TC nesto ¢eSce su radeni lobektomija /ili bilobektomija ( 80,77%)
u odnosu na pacijente sa AC gde je ¢eS¢e radena pneumonektomija ( 19,23%) (Tabela
31). Ovaj rezultat je u skladu sa drugim iskustvima gde je takozvani agresivni hirurski
pristup imao prednost u odnosu na konzervativnu hirurgiju (165,166,177).

lako se TC i AC smatraju tumorima niskog ili intermedijarnog gradusa maligniteta, oni
mogu da daju kako regionalne tako i distalne metastaze, sto znacajno uti¢e na njihovu
prognozu. Od 5% do 20% TC kao i 30% do 40% AC ima osobinu da daje metastaze i to
¢ak i do deset godina nakon operativnog lecenja. Najcesce, relaps bolesti je sistemski sa
pojavom metastaza u kostima ili jetri, §to zajedno sa problemom kasnog postavljanja
dijagnoze ovih tumora, znacajno uti¢e na ukupnu prognozu (5,6). Studije su pokazale da
uticaj na proces apoptoze bilo pojaavanjem ili usporavanjem apoptoze utice na
ponasanje i agresivnost malignih tumora , odnosno uti¢e na odgovor na terapiju i
prezivljavanje. Molekuli koji mogu biti od znacaja za ¢elijsku proliferaciju, angiogenezu
i metastatsko $irenje su ispitivani kao potencijalni terapijski targeti kod NET-a. (234).
Obzirom da ne postoje definitivni zakljucei vezani za jasnu distinkciju TC od AC, u naSoj
studiji cilj nam je bio da odredimo potencijalni uticaj ekspresija p53, Bax, Bcl2, ERCC 1
I IGF-1R na ponasanje tumora kao i na ishod bolesti.

Studije su pokazale da je postojanje p53 genetskih mutacija koje su vodile ka smanjenju
prirodnog procesa apoptoze, dokazano kod ¢ak 50% do 100% SCLC (235,236,237).
Studija Brambile i saradnika pokazala je da mutirani imunofenotip p53 nije bio naden
kod pacijenatasa TC kao ivrlo retko kod pacijenata sa AC dok je kod SCLC bio prisutan
u 50% slucajeva. (238). Takode objavljeni su radovi sa zakljuckom da se ekpresija Bcl2
I Bax menja u zavisnosti od agresivnosti NET-a (239). Na osnovu radova pokazano je da
je postojanje Bcl2 overekspresije, Bax nishodne-regulacije kao i postojanje Bcl2/Bax
odnosa >1, ukazivalo na veéu agresivnost tumora koja je bila povezana sa
overekspresijom Bcl2 (240). Nasuprot tome, poviseni nivoi ekspresije Bax su bili u

korelaciji sa duzim prezivljavanjem kod pacijenata sa NET-ima. Obzirom da postojeci
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podaci iz literature ukazuju da su pacijenti sa manje agresivnim oblicima NET-a (TC i
AC), imali prose¢no nesto vise nivoe Bax ekspresije u odnosu na agresivnije oblike
NET-a ( SCLC i LCNET-e), kao i da je ova ekspresija bila u korelaciji sa duzim
prezivljavanjem, zaklju¢eno je da su karcinoidi imali bolju prognozu u odnosu na
agresivnije oblike NET-a, ¢ime je ukazano da bi odredivanje Bax ekspresije kod ovih
tumora moglo imati prognosticki znacaj (106,238,241).

Analize genetskih ekspresija za ERCC1 , p53, IGF-1R kao i Bcl-2 i Bax u nasoj studiji
su uradene kod 38/52 pacijenta i dobijeni rezultati navedeni su u Tabeli 6. Analizom
korelacija izmedu parova ekspresija dobijene su jake korelacije izmedu ekspresija: parova
ERCC1 i p53 kao i ERCCL1 i Bax. ( Spearman rho blizu 0,7) dok su za parove ERCC1 i
IGF-1R kao i p53 i Baxi p53i IGF-1R dobijene umerene korelacije. Izmedu ostalih
parova je pokazana slabija korelacija. (Tabela 6). Obzirom na dobijene jake korelacije
izmedu parova ERCC1 i p53i ERCCL i Bax, u nasoj studiji, nasa preporuka je da se
nastave dalje detaljnije studije vezane za njihovu interakciju kao i medusobnu ulogu u

patogenezi neuroendokrinih tumora.

Koriste¢i ROC krive, ispitivali smo diskriminativni potencijal genskih ekspresija, u
cilju predikcije pod-tipa tumora ( TC u odnosu na AC) kao i za procenu ishoda le¢enja
(u odnosu na nastanak relapse bolesti) za nase pacijente (Tabela 7 ). ROC analizom
potvrdili smo da je nivo Bcl2 ekspresije imao diskriminativni potencijal za predikciju
pod-tipa karcinoida bronha. Za naSu grupu pacijenata , na osnovu ROC krive , dobijena
je i cut-off vrednost za vrednost Bcl2 od 0,145._Na osnovu dobijenog rezultata mozemo
zakljuciti da se odredivanje nivoa ekspresije Bcl2 moze koristiti kao predikcioni
biomarker gde pacijenti sa nizim vrednostima Bcl2 ekspresije sa veCom verovatno¢om
imaju manje agresivan TC, u poredenju sa pacijentima sa AC koji su imali viSe nivoe
Bcl2 ekspresije.

Na osnovu ROC krive u nasoj studiji je i za odnos Bcl2/Bax je dokazan diskriminacioni
potencijal za predikciju PH podtipa tumora sa dobijenom cut-off vrednosti od 0,301. (
Tabela 8 ; grafikon 3 i 4.) Pacijenti sa AC imali su visi Bcl2/ Bax odnos u poredenju sa
TC. Ova studija potvrdila je da se odredivanje Bcl2 ekspresije ili Bcl2/ Bax odnosa moze
koristiti kao dodatni dijagnosticki kriterijum pri razlikovanju TC od AC.

Za ostale nivoe ekspresija (p53, IGF-1R, ERCC1 i Bax ) u nasoj grupi, koriste¢i ROC
analize, nismo dokazali postojanje diskriminacionog potencijala za distinkciju TC od
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AC. Dodatno, ROC analize nisu pokazale da je u naSoj grupi pacijenata postojao
prediktivni znacaj izmerenih nivoa ekspresija za p53, IGF-1R, ERCC1 , Bax, kao i Bcl2
i Bcl2/Bax u odnosu na relaps bolesti ili letalni ishod. U odnosu na dostupne podatke iz
literature, iako se smatra da je p53 mutacioni status vazna determinanta prognoze
kancera, za sada, i druge studije nisu dokazale da je p53 mutacioni status, sam po sebi,
prediktor prezivljavanja ili odgovora na antikancersku terapiju kod pacijenata sa NSCLC.
Takode, nije dokazana jasna veza izmedu mutacionog statusa p53 i verovatnoc¢e da bi
SCLC ili NSCLC bili podlozniji ulasku u apoptozu ( 91). Neke od studija pokazale su da
pluéni karcinoidi kod kojih postoji wild tip p53 imaju u daljem toku ipak nizak maligni
potencijal sto je dalo pretpostavku na postojanje razli¢itih mehanizama koji ucestvuju u
tumorogenezi karcinoida u poredenju sa SCLC, iako obe vrste tumora, pripadaju, za sada,
istoj gupi NET-a ( 242). Na osnovu dostupnih podataka iz literature, vezano za ekspresiju
ERCC1 postoje konfliktni rezultati. Dok je u studijama Kima, Smita i saradnika , kao i u
studijama japanskih autora zaklju¢eno da ne postoji povezanost ERCC1 ekspresije i
vremena do progresije bolesti ili ukupnog preZivljavanja, studija Ceppija 1 saradnika
pokazala je da je niZi nivo ekspresije ERCC1 bio povezan sa boljim ukupnim
prezivljavanjem (108).

Sliéno ovom zakljucku i studije koje su se bavile korelacijom izmedu Bcl2 ekspresije i
stepena apoptoze kod SCLC dale su konfliktne rezultate sa zaklju¢kom da ekpresija Bcl2
sama po sebi nije pokazana kao prognosticki faktor kod pacijenata sa karcinomom pluca.
Za pacijente sa pluénim karcinoidima do sada, u dostupnoj literature, nema dovoljno
objavljenih rezultata 0 moguéem prognostickom znacaju nivoa ekspresije Bcl2 ( 243).
Dodatno analizirajuci korelacije nivoa ekspresija za p53, IGF-1R, ERCC1 , Bax, Bcl2 i
Bcl2/Bax u odnosu na klini¢ke karakteristike tumora, iako bez pokazanog statistickog
znacaja u na$oj grupi pacijenata , dobili smo rezultate koji su pokazali da su : (1) pacijenti
sa viSim vrednostima ekspresija IGF-1R imali vi$i pN stadijum bolesti, kao i ces¢e AC.
(2) Pacijenti sa vi§im nivoima ekspresije p53 su imali nizi klinicki stadijum bolesti, nizi
pT 1pN stadijum tumora kao i ¢eS¢e TC. (3) Pacijenti sa viSim nivoima ekspresija ERCC1
su imali nizi pT stadijum i ¢es¢e TC, (4) Pacijenti sa vis§im vrednostima Bax imali su
¢esce: nizi pT stadijum, klinicki stadijum bolesti i ¢eS¢e TC. | studija Brambile i
saradnika pokazala je da su profili ekspresije p53, Bax i Bcl-2 bili povezani sa

patohistoloSkim podtipom tumora ali samo izmedu podgrupa (TC +AC) u odnosu na
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(SCLC +LCNET). U ovoj studiji dokazana je predominacija Bax ekspresije kod
pacijenata sa TC i AC u poredenju sa pacijentima sa SCLC i LCNET kod kojih je
postojala predominacija ekspresije Bcl2 ( 238). U studiji Brambile i saradnika, p53
imunofenotip nije imao uticaj na prezivljavanje u grupi pacijenata sa NET-ima. Ali
obzirom da je u ovoj studiji uklju¢eno samo cetiri pacijenta sa AC , nije bilo moguée dati
zakljucak vezan za uticaj ekspresija kod karcinoida. U ovoj studiji nije pokazana
korelacija izmedu p53, Bax i Bcl-2 ekspresije i stadijuma bolesti ali je pokazana korelacija
izmedu Bcl-2/Bax odnosa i stadijuma bolesti. Od u studiji ispitanih 24 NET-a sa Bcl-
2/Bax odnosom vec¢im od 1 samo 46% je bilo stadijuma I-11, dok je od 24 NET-a sa Bcl-
2/Bax odnosom manjim od 1, njih 75% imalo nizi stadijum ( I-11) bolesti ( p= 0,04).
Visoki nivoi ekspresije Bax proteina bili su u korelaciji sa duzim prezivljavanjem ( p=
0,002) a visoki nivoi Bcl-2 ekspresije u korelaciji sa kra¢im prezivljavanjem ( p= 0,004).
U Brambilinoj studiji Bcl-2/ Bax odnos manji od 1 je bio u korelaciji sa duzim
prezivljavanjem ( p=0,005) ( 238). | pojedine druge studije ukazale su na zakljuc¢ak da
je Bcl2 ekspresija bila u korelaciji sa agresivno$éu tumora ( 244).

U nasoj studiji koriste¢i dobijene cut-off vrednosti za Bcl2 ( 0,145) pokazali smo da su
pacijenti sa nizim nivoima ekspresija i statisti¢ki ¢esce bili mlade zivotne dobi ( p= 0,02).
Iako bez pokazane statisticke razlike, pacijenti sa visom cut-off vrednosti ekspresije Bcl2
suimali ¢eSc¢e visi pT stadijum bolesti ( pT3, p=0,24) kao 1 ¢es¢e AC ( 58,6% pacijenata/
prema 22,2%; p=0,12). Tako bez dokazane statisticke znacajnosti, pokazali smo da su
nizi nivoi ekspresija Bcl2 ¢esc¢e postojali kod pacijenata koji nisu imali relaps bolesti i
koji su imali duZe medijane prezivljavanja. U naSoj studiji pokazana je statisticka
znacajna povezanost izmedu postojanja visih nivoa ekspresije (cut-off > 0,145) Bcl2 i
p53 ekspresije ( p= 0,07). Koriste¢i dobijenu cut-off vrednost za Bcl2/Bax ( 0,301)
pokazali smo da su pacijenti sa Bcl2/Bax > 0,301 statisticki ¢eS¢e imali pT3 ( visi )
stadijum bolesti (33,3% prema 0%, p = 0,001), kao i ¢eS¢e pN2 ( visi) stadijum (19,0%
prema 5,88%, p= 0,28; iako bez statisti¢ki potvrde), kao 1 ¢esc¢e visi ( Illa ) stadijum
bolesti (23,8% prema 5,88%, p= 0,28; iako bez statisticke potvrde). Pacijenti sa nizim
Bcl2/Bax odnosom ( cut off < 0,301) su imali ¢eS¢e TC u odnosu na AC ( 64,7% prema
35,2%, p= 0,10, bez statisti¢ke potvrde) kao i rede relaps bolesti ( 64,7 % prema 35,29
%, p= 0,30, bez statistiCke znacajnosti). Pacijenti sa Bcl2/Bax < 0,301 su imali duze

medijane preZivljavanja. Pokazana je statisticki znacajna povezanost ( p= 0,01) izmedu
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Bcl2/Bax < 0,301 i nizih nivoa ekspresije ERCCI. U literature se navodi da su drugi
autori koristili cut-off vrednost za Bcl2/ Bax < 1. U studiji Brambile i saradnika
zakljuceno je da je kod pacijenata sa karcinoidima bronha (TC i AC) kod kojih je
postojala niZa ekspresija Bax ( $to je rezultiralo i sa postojanjem Bcl2/Bax odnosom > 1
kod ovih pacijenata) postojalo statisticki losije prezivljavanje. U toj studiji medutim ovaj
trend nije potvrden multivarijantnom analizom, tako da je zakljuceno da se histoloska
klasifikacija kod pacijenata sa neuroendokrinim tumorima pokazala kao bolji prediktor
prezivljavanja nego Bcl2/Bax odnos > 1 ( 238). U nasoj studiji pokazali smo da su vise
vrednosti Bax ekpresija bile ¢es¢e kod pacijenata sa TC u poredenju sa pacijentima sa
AC. Takode pacijenti sa vi§im srednjim vrednostima Bcl2 su imali ¢es¢e AC §to je vodilo
1 ka viSem Bcl2/Bax odnosu kod pacijenata sa AC. Ovi podaci pojacavaju pretpostavku
da fin balans izmedu molekula koji u€estvuju u mehanizmima apoptoze ima vitalnu
ulogu u procesu tumorogeneze.

U naSoj grupi Medijana za OS nije dostignuta i petogodiSnja stopa prezivljavanja je bila
76,5% ( Grafikon 5). Svi dosadas$nji podaci iz literature potvrduju da je koriscenje
sadasnje TNM Kklasifikacije korisno za dokazivanje korelacije izmedu TNM stadijuma
bolesti 1 prognoze bolesti. Kao $to je ve¢ prethodno objavljeno pacijenti sa regionalno
zahvatanjem limfnih ¢vorova, ve¢im tumorom 1 viSim stadijumom bolesti, kao 1 PH
dokazanim AC imaju lo$iju prognozu (33,34,165,166). U naSoj studiji pokazali smo da
Su pacijenti sa viSim pT stadijumom bolesti 1 statisti¢ki potvrdeno imali loSije
prezivljavanje. ( pT3 u poredenju sa pT1 i pT2; p <0,05). Takode pacijenti kod kojih su
bili zahvacdeni limfni ¢vorovi imali su i statisti¢ki losije ukupno prezivljavanje ( pN1+N2
u poredenju sa pNo; p< 0,05). Isti trend je pokazan 1 za vezu klini¢kog stadijuma bolesti
kod karcinoida bronha i ukupnog preZivljavanja. Pacijenti sa viSim klinickim stadijumom
bolesti imali su i statisticki loSije ukupno prezivljavanja (Il i Illa stadijum u poredenju sa
| stadijumom bolesti; p < 0,05) ( Tabele 36 i 37 i Grafikoni 6,7 i 8). U skladu sa poznatim
podacima iz literature i u nasoj grupi pacijenti sa AC imali su loSiju prognozu u poredenju
sa TC ( p=0.02; Tabela 36, Grafikon 10 ), Sto u kombinaciji sa dodatno postojanjem
zahvacenosti limfnih ¢vorova i viSim stadijumom bolesti moze predstavljati i kriterijum
za odluku o primeni adjuvantno hemioterapije kod ovih pacijenata (127).

Svi dostupni podaci u literaturi ukazuju da je operativno lecenje osnovni i jedini kurativni

oblik lec¢enja pacijenata sa karcinoidom bronha i ukoliko se operiSu, karcinoidi bronha

93



imaju dobru prognozu (127,165,166,177). U literaturi se izrazito povoljna prognoza i
dugogodisnje prezivljavanje TC objasnjava malim procentom nastanka lokalnih i
distalnih metastaza koje se eventualno mogu javiti u samom toku bolesti ili u
postoperativnom toku. TC mozZe da da regionalne meastaze u 5 do 10% slucajeva §to je
potvrdeno u mnogim studijama (177). Razlikovanje tipi¢nog od atipi¢nog karcinoida je
vazno zbog prognostickog aspekta. Pacijenti sa TC imaju dobru prognozu i u literaturi
navedeno 5- godisnje prezivljavanje od 87 % - 100% i 10- to godisnje prezivljavanje
82% - 87% (58,165,166). Za razliku od toga AC je u najve¢em broju studija pokazao
loSu prognozu zvog velike onkoloske agresivnosti (58,123,225,245). Za atipi¢ni
karcinoid rezultatima u literaturi pominju 5-to godi$nje prezivljavanje od 25% - 75 % 5
dok je 10- to godisnje prezivljavanje za pacijente sa AT samo 22% - 56% u najvecem
broju serija ( 118) . Ukupno 5-to godisnje prezivljavanje za pacijente sa karcinoidom
bronha je bolje ukoliko su pacijenti leceni hirurski i krece se od 87 —92% a 10-to godisnje
prezivljavanje od 77% -90% (6,177,246,247). Rezultati 5-godisnjeg i 10-to godiSnjeg
prezivljavanja se razlikuju izmedu serija pacijenata u zavisnosti od procenta pacijenata
koji imaju postavljenu dijagnozu AC. U naSoj grupi pacijenata bolje ukupno
prezivljavanje bilo je kod pacijenata kod kojih je radena lobektomija ili bilobektomija, u

poredenju, narocito, sa radenom pneumonektomijom ( p=0,01).

Rezultati univarijantne Cox-ove regresione analize za ukupno prezivljavanje u celoj
grupi potvrdili su da su pacijenti sa vis$im pT stacijumom bolesti ( pT2 i pT3) u odnosu
na nizi pT1 imali bolje ukupno preZivljavanje ( dokazana statisti¢ka znacajnost, p=
0,003). Pacijenti koji su imali pozitivnu zahvacéenost limfnih ¢vorova ( NI+N2+N3) u
poredenju sa NO stadijumom bolesti imali su i statisticki potvrdeno, losije ukupno
prezivljavanje ( p= 0,048) kao 1 pacijenti sa viS§im klini¢kim stadijumom bolesti ( p=
0,05). Pacijenti sa AC imali su u poredenju sa TC losije prezivljanje (dokazana statisticka
znacajnost , p= 0,03) , takode statisticki je pokazano da je i vrsta operacije uticala na
ukupno prezivljavanje ( p= 0,0006) Tabela 45. Iako je ukupno prezivljavanje bilo loSije
u grupi pacijenata sa visim Bcl2/ Bax odnosom ( Bcl2/ Bax > 0,301 ), nije dostignuta
statisticka razlika, pri koris¢enju ROC analizom dobijene cut-off vrednosti od 0,301. Za
dobijenu Roc cut-off vrednost 0,145 za Bcl2 , iako nije pokazana statisticka razlika,
pacijenti sa nizom vrednosti su imali losije OS , a medijana OS za pacijente sa Bcl2 >

0,145 nije dostignuta.
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Obzirom na sve dobijene rezultate misljenja smo da su dodatna ispitivanja disregulacije
ekspresije familije Bcl2 proteina kao i njihov uticaj na prezivljavanje kod pacijenata sa
NET-ima plu¢a u buducnosti neophodna, 1 na ve¢im kohortama pacijenta, kako bi se

ukazalo na jasnije biolosko ponasanje ovih retkih tumora.
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10.

. ZAKLJUCCI

U odnosu na prezentujuée simptome izmedu pacijenata sa TC i AC nije pokazana
statisti¢ka razlika vezana za ucestalost simptoma sem za postojanje hemoptizija gde
je pokazana statisticka znacajna razlika: pacijenti sa AC su statisticki ¢eS$¢e imali
hemoptizije ( 53,85%) u odnosu na pacijente sa TC koji su u vecini slucajeva bili
bez hemoptizija ( 80,77%)( p = 0,009).

Ispitivanjem pTNM karakteristika tumora pokazano je da su pacijenti sa AC
statisticki ¢eS¢e imali inicijalno visi pT stadijum bolesti ( pT2a, pT2b kao i pT3) (
p=0,025) kao i zahvacene limfne Zlezde ( pN1+N2) ( p = 0,009)

Pacijenti sa AC su statisticki ¢eS¢e imali stadijum II/IIT bolesti (p =0,01).
Primenjujuéi analize Receiver Operating Characteristics kriva (ROC), potvrdili smo
samo za Bcl2 i Bcl2/Bax odnos postojanje diskriminativnog potencijala za definisanje
PH podvrste tumora (AC u odnosu na TC).

Nasom analizom ustanovljene su ROC cut-off vrednosti od: 0.1451 za Bcl2 i 0.3014
za odnos Bcl2/Bax.

Primenjuju¢i ROC analizu nismo potvrdili postojanje diskriminacionog potencijala
za ostale nivoe ekspresija parametara: IGF-1R, p53, Bax, ERCC1 u odnosu na
definisanje podvrste tumora (AC / TC) , kao i u odosu na ishod lecenja.

Ukupno pracenje pacijenata je bilo izmedu 1 i 237 meseca, sa medijanom od 93,54
meseca. (srednje 102 meseca, SD 57,94). Za to vreme relaps bolesti je imalo 14 od 52
pacijenta ( 26,92%) nakog Cega je usled dalje sistemske progresije nastupio i letalni
ishod kod 14 /52 pacijenata.

Medijana za OS nije dostignuta 1 petogodiSnja stopa prezivljavanja je bila 76,5%
Analiza prezivljavanja potvrdila je da su neke klinicko-patoloske karakteristike
tumora imale uticaj na ukupno prezivljavanje. Pacijenti sa pT3 stadijumom bolesti
imali su statisti¢ki znacajnije, krace prezivljavanje u poredenju sa pacijentima koji su
imali pT1 i pT2 stadijum bolesti

Postojanje zahvacenosti limfnih nodusa ( N1+N2) u poredenju sa pacijentima koji su

imali No status dalo je statisticki losije OS.

96



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Pacijenti sa stadijumom III bolesti su imali statisticki dokazano, kra¢e ukupno
prezivljavanje u poredenju sa pacijentima u | stadijumu bolesti.

Pacijenti kod kojih je radena pneumonektomija imali su loSije ukupno preZivljavanje
u odnosu na pacijente kod kojih je radena lobektomija ili bilobektomija, ali bolje OS
u poredenju sa pacijentima kod kojih je radena atipi¢na resekcija tumora

Pokazana je statisticki znacajna razlika u OS u osnosu na PH podtip tumora: pacijenti
sa AC imali su kra¢e ukupno prezivljavanje u poredenju sa pacijentima sa TC
Rezultati univarijantne Cox-ove regresione analize za ukupno prezivljavanje u celoj
grupi potvrdili su da su : (1) pacijenti sa visim pT stadijumom bolesti (pT2ipT3)u
odnosu na nizi pT1 imali statisticki potvrdeno bolje ukupno prezivljavanje ( p=
0,003), (2) Pacijenti koji su imali pozitivnu zahvacenost limfnih ¢vorova (
N1+N2+N3) u poredenju sa NO stadijumom bolesti imali su statisticki losije ukupno
prezivljavanje ( p=0,048) ,(3) pacijenti sa visim klini¢kim stadijumom bolesti imali
su statisticki losije ukupno prezivljavanje ( p=0,05), (4) Pacijenti sa AC imali su u
poredenju sa TC satisti¢ki loSije prezivljanje ( p= 0,03), (5) vrsta operacije statisticki
je uticala na ukupno prezivljavanje ( p= 0,0006)

Nije pokazana statisticka razlika u OS u odnosu na kategorije Bcl2 i Bcl2/ Bax za
ROC dobijene cut-off vrednosti za Bcl2 i Bcl2/Bax , mada je medijana OS bila losija
u grupi sa vis§im Bcl2/Bax odnosom ( 82,4 meseca prema 137,4 meseca) , ali bez
pokazane statisticki znacajne razlike.

Bcl2 ekspresija i Bcl2/Bax odnos mogu biti znacajni nezavisni dijagnosticki parametri
za distinkciju AC u odnosu na TC bronha.

Obzirom da PH podtip ( AC u odnosu na TC) ima uticaj na OS kod pacijenata sa
karcinoidom bronha, dodatna istraZivanja na vecoj grupi ovih pacijenata mogla bi
jasnije da definisu prognosticki potencijal Bcl2 i odnosa Bcl2/Bax za OS kod ovih

pacijenata.
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SPISAK SKRACENICA

NET: Neuroendokrini tumori

TC: Tipic¢ni karcinoid

AC: Atipic¢ni karcinoid

LCNET: Large Cell Neuroendokrini Karcinom, krupnocelijski karcinom

SCLC: Small Cell Lung Carcinoma, mikrocelijski karcinom

5-HIAA: 5-hydroxyindole-3aceticka kiselina

SEER: Surveillance Epidemiology and End Results

MEN: Multipla Neuroendokrina neoplazija

WHO: World Health Organization, Svetska Zdravstvena Organizacija
HPF: High Power Field

DIPNECH : Difuzna Neuroendokrina ¢elijska hiperplazija
TTF-1: Thyreoid Transcription factor-1

VIP : Vazoaktivni Intestinalni Peptid

GRP: Gastrin Releasing Peptide, gastrin oslobadajuci peptid
NSE: Neuron specificna enolaza

5-HT: 5-hidroksi triptamin

5-HTP: 5-hidroksitriptofan

GHRH: Growing Hormone ,,realising “ hormon rasta
ACTH : Adrenokortikotropni hormon

PNEC: pluéne neuroendokrine Celije

NEB: Neuroepithelilal Bodies, neuroepitelna tela

DNK: Deoksiribonukleinska kiselina

Bax: Bcl2-associated X protein

ERCC1: Excision repair cross-complementation group 1
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IGF-1R: Insulin-like growth factor 1 receptor

SRS: Somatostatin receptor scintigarfija

SSA: Somatostatinski analozi

NCCN: National Comprehensive Cancer Network
ENETS: European Neuroendocrine Tumor Society
OS: Overall survival

Octreotide LAR: Octreotide Long Acting Release
PDGF-R: Platelet derived Growing Factor- Receptor
EGFR: Epithelial growth factor receptor

VEGF: Vascular endothelial growth factor

PRRT: Peptid receptorska radionuklidna radioterapija
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