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1.UvOD

1.1. Karcinom pluca

Karcinom pluca je jedan od najces¢ih karcinoma koji ucijelom svijetu predstavlja znacajan
zdravstveni problem. Vode¢i je uzrok smrti kod muskaraca i Zena. U Sjedinjenim Americkim
Drzavama je medu vodeé¢im uzrocima smrtnih slucajeva (1). Po pojavnosti karcinoma pluca
Hrvatska je na visokom devetom mjestu u Europi 1 19. mjestu u svijetu (2). Unato¢ znatnom
poboljsanju lijeCenja posljednjih nekoliko desetlje¢a, smrtnost od karcinoma pluca je i dalje
visoka. U posljednjih dvadeset godina povecana je jednogodiSnja stopa prezivljavanja s 34 %

na 41 %, ali petogodi$nja stopa prezivljavanja za sve stadije zajedno je samo 15 %.

Prevencija i rano otkrivanje karcinoma pluca je teska u poc¢etnom stadiju bolesti, bolesnici
opc¢enito nemaju simptome bolesti koji bi ih potaknuli da zatraze lije¢ni¢ku pomo¢ i podvrgnu
se pretragama (3) pa se najéesce karcinom pluca otkrije veé u uznapredovanoj fazi bolesti.
Simptomi i1 znakovi belesti-ovise o proSirenosti karcinoma pluca; da li je u pitanju lokalizirani
tumor, regionalno ili metastasko Sirenje. Paraneoplasticki sindrom i op¢i simptomi mogu se
javiti.u bilo kojem stadiju bolesti. Najces¢i simptomi su dugotrajni kasalj, iskasljavanje krvi,
bol u prsnom kosu, smetnje disanja, gubitak apetita, mrSavljenje, glavobolja, itd. Pregled
radiografijom prsnog koSa, citoloski pregled sputuma i1 bronhoskopija za sada pokazuju

ogranic¢enu ucinkovitost.

tomografija, ispitivanje molekularnih markera u biopsijskom materijalu ili sputumu. ProSirena
bolest zahtijeva multidisciplinarni pristup i evaluaciju bolesti od strane kirurga, onkologa i
radiologa. Sve vece spoznaje o molekularnim promjenama karcinoma plu¢a, pomazu u
kreiranju 1 odabiru novih terapija 1 nadi bolesnicima koji se lijeCe od te bolesti (4). Osim
znanstvenika 1 lije¢nika u rjeSavanju problema karcinoma pluca, potrebna je bolja edukacija

stanovnistva o ¢imbenicima rizika i pojac¢ana edukacija o prevencija bolesti.



1.2. Epidemiologija karcinoma pluca

Karcinom pluca je najcesS¢a maligna bolest kod ljudi s visokim postotkom smrtnosti. Po
pojavnosti kod muSkaraca je na prvom, a kod Zena na trecem mjestu. Rizik obolijevanja je
izmedu tridesete i sedamdesetcetvrte godine zivota, a vrhunac incidencije je izmedu pedesetpete
i Sezdesete godina Zivota. Zabrinjavajuc¢i podaci svjetske zdravstvene statistike govore o
priblizno 1,8 milijuna novooboljelih i 1,6 milijuna umrlih godi$nje i time je karcinom pluca od

rijetke bolesti pocetkom 20. stoljeca do danas postao globalni javno zdravstveni problem (5).

Dinamika ucestalosti pojavnosti karcinoma pluc¢a u Europi se promijenila u natrag pedeset
godina. Pocetkom sedamdesetih godina proslog stolje¢a porast oboljelih muskaraca je
zabiljezen u Danskoj, Finskoj, Njemackoj, Nizozemskoj, Svicarskoj te Velikoj Britaniji i trajao
je do pocetka 1980. godine kada je poceo opadati dok je porast istih zabiljezen u zemljama
juzne i isto¢ne Europe. Prema epidemioloSkim podacima Medunarodne agencije za istrazivanje
karcinoma (engl. International Agency for Research on Cancer, IARC) i platforme za globalnu
statistiku raka GLOBOCAN 2012 (engl. Global Cancer Observatory), najvisa stopa pojavnosti
u Europi 2012. godine za muskarce je zabiljezena u Madarskoj, Srbiji i Makedoniji a kod Zena
u Danskoj i Nizozemskoj, dok su najniZe stope zabiljezene na Cipru i u Svedskoj (1). Prema
podacima Registra za rak pri Hrvatskom zavodu za javno zdravstvo (HZJZ), Hrvatska je 2012.
bila na devetom mjestu u Europi po pojavnosti karcinoma pluca kada je zabiljezeno 18 %
novooboljelih muskaraca (2046) i1 7 % novooboljelih Zena (674) (6). Porast je nastavljen 1 2015.
kada je prema podacima hrvatskoga Registra za rak zabiljezeno 2197 novooboljelih muskaraca
(18%) 1 815 zena (8 %) sto je porast od 1 % 1 po tome se nasa zemlja ne razlikuje od ostalih
zemalja u razvoju kod kojih se takoder biljezi porast incidencije popracen S velikom stopom

mortaliteta (7).



Tablica 1.1. Broj oboljelih i od primarnoga karcinoma plu¢a u Republici Hrvatskoj*

Godina Musko Zensko Ukupno Stopa na 100000
1979 1644 262 1906 41,4
1989 2149 383 2532 54,0
1998 2211 449 2660 55,6
2002 2334 574 2908 61,2
2015 2197 815 3012 71,7
2018 2122 899 3021 72,5
2020 2019 1065 3084 76,2

* Podaci preuzeti i prilagodeni iz; Hrvatski zdravstveno statisticki ljgtopis 1995-2005, Bilten br.35-45 Hrvatskog zavoda za

javno zdravstvo (1999-2022)

Tablica 1.2. Broj umrlih od primarnoga karcinoma pluca u Republici Hrvatskoj*

Godina Musko Zensko Ukupno Stopa‘ha 100000
1979 1413 215 1628 35,4
1989 1848 347 2195 45,9
1998 2095 474 2569 53,7
2002 2102 495 2597 55,3
2015 2101 720 2821 44,3
2018 2097 782 2879 69,1
2020 1065 901 1966 69.6

*Podaci preuzetid prilagodeni iz; Hrvatski zdravstveno statistidki ljetopis 1995-2005, Bilten br.35-45 Hrvatskog zavoda za

javno zdravstvo (1999-2022)

1.3. Etiologija karcinoma pluca

Etiologija karcinoma pluca kao i drugih malignih bolesti jo$ uvijek nije u potpunosti jasna.
Poznato je da ¢cimbenici zivotne okoline utjecu na pojavnost karcinoma plu¢a kao 1 individualne
varijacije u osjetljivosti na respiratorne kancerogene, te je stoga razvoj bolesti uvjetovan
posljedicama izlozenosti etioloskim agensima i predispozicijama pojedinaca. Najbolji primjer

te interakcije je sinergisticki efekt pusenja 1 izlozenost azbestu koji visestruko povecava rizik



pojave bolesti u odnosu na osobe koje nisu izloZene tim agensima. Od svih rizika za pojavnost
karcinoma pluca, najznacajnija je povezanost izmedu pusenja cigareta i pojave karcinoma pluca
i bronha. Pusenjem cigareta, dimom u pluéa dospijevaju brojni karcinogeni spojevi i promotori

tumorskog rasta (8).

1.3.1. PuSenje

Pusenje cigareta je vodedi rizi¢ni ¢imbenik za obolijevanje i prijevremenu smrt. Pandemija
pusenja predstavlja globalni javno zdravstveni problem. Prema medunarodnoj Agenciji za
istrazivanje karcinoma u cigaretnom dimu je oko 60 kancerogenih spojeva. Tu spadaju, osim
nikotina, razli¢iti duhanski, specifi¢ni nitrozamini (engl. tobacco-specific nitrosamines,
TSNCc) kao §to su nikotin derivirani nitrozamin ketoni (metilnitrozamin NNK) i N-
nitrozonornikotin (nitrozonornikotin, NNN), policikliéni aromati¢ni ugljikovodici (engl.
polycyclic aromatic hydrocabons, PAH) i drugi. Svi ovi kancerogeni spojevi, ulaskom u
organizam metaboli¢ki se aktiviraju i eliminiraju detoksikacijskim putevima. Upravo ta
narusena ravnoteza izmedu metabolicke aktivacije i detoksikacije predstavlja veliki rizik za
razvoj karcinoma pluca.-Kancerogeni se vezu za deoksiribonukleinsku kiselinu (DNK) i to
najcesSce za gvanin ili adenin. Ukoliko kancerogeni zaobidu popravne stanicne mehanizme,
dolazi do pogresnog kodiranja 1 nastanka stalne (ili trajne) mutacije. Stanice s tako oSte¢enom
DNK mogu biti uklonjene apoptozom, ali u slucaju stalnog javljanja mutacije moze doci do
aktivacije onkogena ili iskljuCivanja tumor supresor gena (npr.TP53, RASSFIA i FHIT).
Ponavljanjem tih mutacija dolazi do kromosomske aberacije i pojave stanica s naruSenom

normalnom kontrolom rasta koja dovodi do pojavnosti karcinoma pluca.

Osim spomenutih kancerogena,.u duhanskom dimu se mogu na¢i i radioaktivni elementi
(polonij 210), teski metali (nikal, arsen) i brojni aditivi (9, 10,11,12). Rizik za razvoj karcinoma
pluca uvjetovan je o broju cigareta popusenih-u jednom danu, dobi u kojoj je osoba pocela pusiti
1 duljini trajanja puSenja. Rizik za razvoj karcinoma pluca izracunava se brojem popusenih
cigareta s pomoc¢u formule kojom se broj popusenih cigareta na dan mnozi sa brojem godina
pusSenja, te se umnozak podijeli sa dvadeset. Primjerice, osoba koja pusi 40 cigareta na dan
tijekom 20 godina ima 60 do 70 puta ve¢i rizik razvoja karcinoma pluca od nepusaca. Prestanak
pusenja znatno smanjuje rizik od nastanka bolesti, ali unato¢ apstinenciji povecani rizik ostaje
i do 15 godina od prestanka pusSenja te ostaje trajno povisen u odnosu na nepusace. Posljednja
tri desetlje¢a provedene su brojne klinicke 1 epidemioloske studije koje su pokazale da je

pusenje Stetno 1 predstavlja ozbiljan rizik za razvoj, ne samo karcinoma plu¢a ve¢ i drugih
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karcinoma, kao $to su karcinom gusSteraCe, jednjaka, usne Supljine te pospjeSuje razvoj
koronarne bolesti i ateroskleroze. Osim aktivnih pusaca, rizi¢nu skupinu predstavljaju i pasivni
pusaci koji udiSu dim cigarete i time povecavaju rizik za razvoj karcinoma pluc¢a. Pasivno se
pusenje unatrag 30 godina smatra mogu¢im ¢imbenikom rizika za razvoj karcinoma pluca.
Incidenciji karcinoma pluca kod nepusaca, €ak se jedna Cetvrtina pripisuje izloZenosti pasivnom
pusenju. Prema nekim procjenama od posljedica pasivnog puSenja godisnje umire oko 600 000
ljudi (13) i upravo je stoga Agencija za zastitu zivotne sredine u SAD-u ,,duhanski dim zivotne

sredine” klasificiran u klasu A humanih kancerogena (14).

1.3.2. Radon

Brojne epidemioloske studije ukazuju na povezanost karcinoma pluca i s drugim moguéim
karcinogenima iz okoliSa. Radioaktivni plin radon drugi je naj vazniji uzro¢nik karcinoma
plu¢a. Smatra se da je plin radon u Europi odgovoran za 2 do 9 % karcinoma pluéa (15). Kod
dugotrajne izlozenosti radonu i njegovim raspadnim produktima dolazi do.oste¢enja stanica i

genetskoga materijala uzrokujuéi mutacije koje dovode do razvoja karcinoma pluca.

Putem materijala za
gradenje

Radon je prirodno
prisutan u tlu Kroz

pukotine

Kroz vodovodnu
instalaciju

Slika 1.1. Prikaz ulaska radona u zivotni prostor (preuzeto i prilagodeno iz :
www..mojezdravlje.net/ Bolesti/497/bolesti-disnog-sustava/Radon-uzro¢nik-raka-

pluca.aspx).



1.3.3. Azbest

Azbest je prirodni vlaknasti mineral iz skupine silikata. Nalazimo ga u prirodi i koristi se
za proizvodnju toplinske i elektri¢ne izolacije te izradu zastitne i vatrogasne opreme. Uslijed
njegove Siroke primjene, povecana je pojavnost progresivne bolesti plu¢a azbestoze i karcinoma
pleure koja je povezana s azbestom, pa je ovaj mineral, ¢esto nazivani ,,¢udo od vlakna™ postao
"tihi ubojica" koji je zbog opasnosti po zdravlje zabranjen u brojnim drzavama, izmedu ostaloga
I u Hrvatskoj od 2016. godine. Posljedice kontaminacije azbestnim vlaknima javljaju se
desetlje¢ima nakon njegove upotrebe. Prema podacima HZJZ je u razdoblju od 2010. do 2015.

godine zabiljeZeno 363 osobe preminule od mezoteliomapleure 1 78 umrlih od azbestoze (16).
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Slika 1.2. Najopasnije vrste azbesta (a) krizotil; b) amozit; c) prisutnost azbestnih vlakna u

plu¢ima (preuzeto i prilagodeno iz : https/www.zzjzdnz.hr/hr/zdravlje/okolis-i-zdravlje/655)

1.3.4. Zagadenje zraka

Na globalnoj razini prevalencija puSenja duhana je u padu, ali stru¢njaci isticu da je
zagadenje zraka postalo novi ozbiljan rizik za obolijevanje od karcinoma pluc¢a. Tome u prilog
idu 1 rezultati istrazivanja koji ukazuju na porast adenokarcinoma plu¢a kod osoba koje nisu
nikada pusile (17). Glavni izvori zagadenja zraka su ispusni plinovi iz vozila, elektrane, zaStitna
sredstva u poljoprivredi i grijanje u kucanstvima. Uslijed ubrzane industrijalizacije diljem
svijeta, a naro¢ito u NR Kini 1 drugim isto¢noazijskim zemljama, povecava se razina smoga

koji je odgovoran za visoku incidenciju i smrtnost od karcinoma pluca. Upravo stoga je



Medunarodna agencija za istrazivanje raka, uvrstila zagadenje zraka u istu kategoriju

kancerogenih tvari kao i duhanski dim, zracenja i1 azbest (14).

1.3.5. Genetska predispozicija

Premda je vecina pojavnosti karcinoma pluca povezana s puSenjem, zapazena je povecana
ucestalost bolesti kod nepuSaca s obiteljskom anamnezom karcinoma pluca. Pojavnost
karcinoma pluca i povezanost s genetskim predispozicijama, izrazena je kod oboljelih mladih
nepusaca, osoba mladih od Sezdeset godina, kao i oboljelih koji imaju obiteljsku anamnezu
karcinoma plu¢a. Brojne su studije istrazivale pojavnost genetskih biomarkera koji bi bili
prepoznatljivi za karcinom pluca, ali joS nisu u potpunosti definirani. UoCena je obiteljska
povezanost karcinoma pluca u regiji kromosoma 6q23-25; a ako je prisutna i povijest pusenja,
rizik od pojave karcinoma pluca trostruko je povecan. Takoder su proucavani geni za koje je
poznato da su ukljuceni u apsorpciju, metabolizam 1 nakupljanje kancerogenih tvari u tkivu
pluca. Otkrivena je uloga polimorfizma (engl: Cytochromes P450), (genaeng. Human CYP1Al
Protein) i njegova povezanost s duhanskim dimom i povecanim rizikom za razvoj karcinoma

pluca (18).

Studije koje istrazuju genetsku predispozicijurkarcinoma pluéa, razlikuju se po tipovima
karcinoma: Dosadasnje spoznaje upucuju da karcinome plu¢a ne-malih stanica, narocito
adenokarcinomi imaju vecu vjerojatnost obiteljske anamneza od drugih tipova karcinoma.
Dokazana je<povezanost prisutnosti mutacije gena BRCA2 (eng. Breast Cancer gene) i
karcinoma pluca, ¢ija prisutnost ukazuje na povecani rizik razvoja karcinoma kod pusaca i
nepusaca ali s dvostruko ve¢im rizikom kod pusSaca. IstraZivanje te mutacije nije dovoljno
istrazeno te ostavlja prostora buduc¢im istrazivanjima genetskih promjena uz BRCA2 mutacije
koje mogu pruziti nove vazne informacije o genetskim predispozicijama za razvoj karcinoma
pluc¢a (19,20,21).



1.3.6. Ostali ¢imbenici rizika

Osim izlozenosti etioloskim agensima 1 predispozicije pojedinaca na njihovo djelovanje,
povecani rizik za nastanak karcinoma javlja se narocito kod kroni¢ne opstruktivine bolesti pluca
(KOPB), restriktivne bolesti intersticijalne fibroze i pluéne tuberkuloze. Poveéani rizik od
nastanka bolesti imaju 1 osobe oboljele od Hodginova sindroma, sindroma stecene
imunodeficijencije (engl. Acquired Immunodeficiency Syndrome,AIDS ), Epstein-Barr virusa i
Chlamydia pneumoniae (22,23,24,25).

Na razvoj karcinoma pluéa utjeCe 1 prehrana bogata zasi€enim masnim kiselinama i
kolesterolom. Rezultati brojnih studija provedenih tijekom posljednjih desetljec¢a ukazuju da se
povecanim unosom voca i povréa kao glavnih izvora antioksidativnih elemenata kao $to su

selen, bakar, cink te vitamina B6,poveéava zastitni u¢inak od nastanka karcinoma pluca (26,27).

1.4. Podjela karcinoma‘pluca

Karcinomi pluéa._mogu se podijeliti na vise nacina prema sli€nostima u klini¢koj
prezentaciji, biologiji karcinoma 1 prosSirenosti. Najcesce se koristi nomenklatura histoloskih 1
klini¢kih pedjela karcinoma pluca. Maligni tumori epitelnoga porijekla dijele se na Cetiri
osnovne skupine: adenokarcinomi, karcinom plocastih stanica, karcinom velikih stanica i
karcinom malih stanica. Klinicka podjela karcinoma pluca dijeli se na dvije skupine: karcinomi
pluca ne-malih stanica (engl. non small cell lung carcinom, NSCLC) i karcinomi plu¢a malih

stanica (engl. small cell lung carcinom, SCLC).

1.4.1. Histoloska podjela karcinoma pluc¢a

Karcinomi pluc¢a su epitelni tumori koji nastaju iz epitelnih stanica bronha, bronhiola i
alveola. Prema pojavnosti, 96% svih histoloskih tipova karcinoma pluca pripada karcinomima
zljezdanih stanica, plocastih stanica, malih i velikih stanica, a ostalih 4 % ¢ine ostali rjedi oblici

karcinoma.



Karcinom Zljezdanih stanica ili adenokarcinom najc¢es¢i je histoloski tip karcinoma pluca
koji se javlja u 40 % slucajeva svih karcinoma pluca i u stalnom je porastu, osobito kod Zena.
Obic¢no pocinje kao periferna lezija koja brzo raste i rano metastazira, ima loSu prognozu jer se
kasno dijagnosticira zbog izostanka simptoma. Od ovoga oblika karcinoma, uz pusace,
obolijevaju i1 osobe koje nisu nikada pusile. Karcinom zljezdanih stanica‘dodatno se moze
podijeliti na klasi¢ni adenokarcinom i bronhoalveolarni karcinom. Napretkom' molekularnih
tehnika otkrivene su tzv. 'pogonske' mutacije od kojih su najcesée epidermalnog ¢imbenika
rasta (engl. epidermal growth factor receptor, EGFR) i anaplasticne limfom kinaze (engl.
anaplastic lymphoma kinaza, ALK ) na koje se zbog ciljanog lijeCenja rutinski testiraju svi
oboljeli od adenokarcinoma pluéa. Zbog toga je klasi¢na podjela adenokarcinoma prosirena na

pozitivne ili negativne EGFR i ALK mutacije.

Karcinom plocastih stanica ili planocelularni obuhvaca 25 % do 30 % svih karcinoma pluc¢a
1 u 90 % slucajeva javlja se kod pusaca te je ¢eS¢i kod muskaraca. Nastaje u proksimalnim
disnim putevima i pokazuje dva tipa rasta: intraepitalni sa ili bez subepitalne invazije ili
endobronhalni polipoidni rast. Za razliku od drugih karcinoma pluéa, ovu skupinu karakterizira
zreli plocasti epitel zbog/Cega rastu sporije, kasnije metastaziraju Sto pruza mogucnost

operativnog lijeenja i nesto bolju prognozu (27).

1.4.2. Karcinom plu¢a malih stanica

Karcinomi malih stanica su prognostic¢ki uglavnom s velikom tendencijom brzoga
lokalnog Sirenja i udaljene organe, operacija nije izbor lijecenja, a u€inak terapije je
kratkotrajan te ovaj oblik karcinoma plu¢a ima loSu prognozu (28). HistoloSka karakteristika
karcinoma plu¢a malih stanica su nakupine stanica s rijetkom citoplazmom, nepravilnom
jezgrom i s grubim kromatinom. Javlja se pleomorfizam stanica s hiperkromatskim
promjenama i pojava malih stanica. Stanice su ve¢inom neuroendokrinoga porijekla. Ovaj je
oblik karcinoma usko povezan s pusenjem, pa mu posljedi¢no tome pripada 25 % svih

karcinoma pluca.



1.4.3. Karcinom pluéa velikih stanica

Karcinom pluca velikih stanica sastoji se od istaknutih nukleola s varijabilnom
citoplazmom i visokim nukleocitoplazmatskim omjerom s izrazenim pleomorfizmom bez
proizvodnje sluzi. Karcinom pluca velikih stanica porijeklom je iz epitelnih stanica bronhiola
i obi¢no raste kao veliki periferni nekroti¢ni tumor koji je u vecini slucajeva slabo
diferencirani pa ima i ve¢i metastatski potencijal. Ovaj oblik karcinoma javlja se u 10 % svih
slucajeva uglavnom kod pusSaca. Zbog mogucénosti kirurSkoga lijecenja i novoga
multimodalnoga pristupa lijeCenju, viSegodisnje prezivljavanje oboljelih je znatno produzeno

(28).

1.4.4. Klinicka podjela karcinoma pluca

U svakodnevnom klinickom raduza bolji analiticki, terapeutski 1 prognosticki pristup, osim
histoloske podjele karcinoma , koristi se klini¢ka podjela karcinoma pluéa: Prema toj podjeli,
karcinomi pluca svrstavaju.se u dvije velike skupine: karcinomi ne-malih stanica (engl. non-
small cell lung carcinoma, NSCLC) i karcinomi malih stanica (engl. small cell lung carcinoma,

SCLC) te ostali od kejih su naj¢esc¢i karcinoidi i karcinomi bronhalnih zlijezda.

NSCLC (85%)

plocastih velikih
stanica stanica

(25-30%) j(10-15%)

»
L
4>

.

s

Slika 1.3. Klasifikacija primarnih karcinoma pluca (izvor :Udruga oboljelih od raka pluca,

www.jedra.toraks.hr)
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1.4.5. Stupanj prosirenosti bolesti

Kod malignih tumora osim histoloske klasifikacije tumora ,vazno je i utvrdivanje stadija
tumora koji se temelji na anatomskoj proSirenosti, prisutnosti tumora u limfnim ¢vorovima te
prisutnosti udaljenih metastaza. Odredivanje stadija tumora je vaznoje pri odlukama o nacinu
lijeCenja, odabiru terapije i prognosticki je pokazatelj duzine prezivljavanja. Pri odredivanju
stadija bolesti upotrebljava se klinicka i patoloska klasifikaeija tumora. Klinicko odredivanje
stadija bolesti temelji se na rezultatima dobivenim /razli¢itim dijagnostickim metodama
(fizikalni pregled, radioloske, endoskopske metodei dr.), dok se patolosko odredivanje stadija
utvrduje po operativnom zahvatu u kojem se odstranjuje tumor 1 regionalni limfni ¢vorovi.
Patolosko odredivanje stadija bolesti daje precizniju sliku te se po tome nalazu kona¢no definira
daljnji tijek lijecenja.

Za odredivanje stadija tumora, koristi se klasifikacija malignih tumora (engl. Tumor, Node,
Metastases, TNM ) prema medunarodno prihvacenom sustavu (engl.  International Staging
System, ISS) za odredivanje proSirenosti tumora. Sustav TNM za procjenu prosirenosti tumora
ukljucuje procjenu primarnog tumora (oznaka T), regionalnih limfnih ¢vorova (oznaka N) te
prisutnost udaljenih metastaza (oznaka M). Svakoj ovoj oznaci dodaje se broj koji za T
oznacava veli¢inu ili lokalnu prosirenost, dok za N i M broj oznac¢ava njihovu prisutnost ili
odsutnost. Klasifiikacija TNM prikazana je u tablici 1.2 (29). Do danas je vise puta revidirana,
a trenutno je na snazi TNM Kklasifikacija iz 2017. godine a u tijeku je izrada nove klasifikacije.
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Tablica 1.2. TNM Kklasifikacija karcinoma plu¢a*

Tis Karcinom in situ
T1 Tumor < 3 cm bez prodora proksimalnije od lobarnog bronha
T2 >3cm
Zahvaca glavni bronh >2 c¢m distalno od karine
Zahvaca visceralnu pleuru
Atelektaza ili opstruktivni pneumonitis segmenata ili lobusa ali ne zahvaca citava plu¢a
T3 Zahvaca stijenku toraksa, oSit, medijastalnu pleuru ili parijentalni perikard
Zahvaca glavni bronh <2cm distalno od karine ali ne zahvac¢a karinu
Atelektaza ili opstruktivni pneumonitis ¢itavog pluca
T4 Zahvaéa medijastinum, srce, velike krvne zile, traheju, jednjak, trup kraljeska, karinu
Maligni pleuralni ili perikardni izljev
Satelitski tumorski ¢vor u istom reznju gdje se nalazi primarni tumor
NO Nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima
N1 Metastaze u istostranim peribronhalnim i /ili istostranim hilusnim ¢&vorovima,
zahvaceni intrapulmonalni ¢vorovi
N2 Metastaze u istostrane medijastalne i/ili subkarinalne limfne ¢vorove
N3 Metastaze u medijastinalne 1i/ili hilusne limfne c¢vorove suprotne strane ili
kontralateralne skalenske ili supraklavikularne limfne ¢vorove
MO Nema udaljenih metastaza
M1 Udaljene metastaze postoje
Stadij 0 Tis Stadij 1B T2 N1 MO ili T3 NO MO

Stadij IATI NO MO

Stadij 1A T3 N1 MO ili T1-3 N2 MO

Stadij IB T2 NO MO

Stadij 1B svi T N3 MO ili T4 svi N MO

Stadij 1A T1 N1 MO

Stadij IV svi T N M1

M

Udaljene metastaze postoje

MI 1a Pojedinaéni tumorski ¢vor (ovi) u kontralateralnom reznju; tumor sa pleuralnim ili
perikardnim ¢vori¢ima ili maligni pleuralni ili perikardni izliv

Ml 1b Jedna ekstratorakalna metastaza u jednom organu

Ml 1c Multiple ekstratorakalne metastaze u jednom ili viSe organa

*Izvor: podaci prikazani u tablici preuzeti i prilagodeni iz MSD priru¢nik dijagnoze i terapije, 20. izdanje

2020.g.
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1.4.6. Odredivanje opCega stadija rasirenosti bolesti

Za odluku o nacinu lijeCenja, odabiru najprikladnije terapije te predvidanje duzine

prezivljavanja oboljelih, osim histoloske klasifikacije i odredivanje stadija tumora, vazno je

odrediti 1 op¢i stadij prosirenosti bolesti. Bolesnici s malignim tumarom klasificiraju se u pet

stadija bolesti:

. Stadij 0 — bolesnici s karcinomom in situ
. Stadij | - bolesnici s tumorom ograni¢enim na organ u kojem je tumor nastao
. Stadij 1I- bolesnici s tumorom koji se prosirio.izvan organa u kejem je nastao i

metastazirao u regionalne limfne ¢vorove

. Stadij IV - bolesnici s tumorom Koji je metastazirao u udaljene organe

Karcinom pluéa ne-malih stanica prema op€oj rasirenosti bolesti svrstava se u dva stadija:
. Ograniceni stadij — tumor je ogranicen na pluca i limfne ¢vorove

. Prosireni stadij - tumor se prosirio na udaljene organe,
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1.5. Dijagnostika karcinoma pluca

U dijagnosticiranju karcinoma pluca, koristi se Siroki spektar dijagnostickih postupaka i
testova. Nakon uzimanja anamneze i fizikalnoga pregleda , slijede osnovne dijagnosticke
metode koje se koriste u rutinskoj praksi kao Sto su radioloske pretrage, bronhoskopija i

odredivanje tumorskih biomarkera.

Klasi¢ni rendgenogram (RTG) prsnog kosa je prva dijagnosti¢ka pretraga kojom se
moze otkriti patoloSki proces, tumorske sjene, uvecan hilus, prosirent medijastinum,
traheobronhalno suZenje, infiltrat u parenhemu, kavitantne lezije, zadebljenje pleure ili

pluralni izljev.

Kompjuterizirana tomografija (CT) je ,,zlatni standard* u procjeni prosirenosti
karcinoma pluca jer za razliku od RTG snimke pluca daje viSe informacija o lokalizaciji,
veli€ini i izgledu tumora te eventualnoj prosirenosti. CT prikazom dobiva se i pocetna

procjena stadija tumora (30-38).

Za preciznije lokaliziranje tumora, koristi se magnetska rezonancija (MR) jer daje dobar
vizualizirani prikaz organa, miSica, Zivaca i vaskularnih struktura. Ovom metodom mogu se
otkriti male strukturne promjene unutar organa. Osim dobre vizualizacije, velika prednost ove

tehnike je koriStenjemagnetizma i radio valova bez zracenja za bolesnike.

Pozitronska emisijska tomografija (PET). je specijalna slikovna tehnika koja daje
trodimenzionalnu sliku tkiva s prikazom metabolicke aktivnosti i funkcije tkiva. Veca to¢nost
i preciznost PET skeniranja moze se dobiti suvremenijim integriranim PET/ CT uredajem koji
omogucava jasno definiranu trodimenzionalnu sliku unutrasnjosti ljudskoga tijela, organa i

sistema s uvidom u metabolizam stanica §to je vazno za odabir najboljeg postupka lijecenja

(39-49).

Scintigrafija kostiju je najce§ée primjenjivana dijagnosticka metoda za utvrdivanje

......

patoloskih stanja u kostima. Prednost ove pretrage je vidljivi prikaz cijeloga skeleta samo

jednim scintigramom uz minimalno zracenje za bolesnika ( 50).

Transkutani ultrazvuk (TUS) primjenjuje se za detekciju udaljenih metastaza i procjenu
infiltracije tumora u pleuru ili torakalne stjenke. ( 51-56). Endoskopski ultrazvuk (EUS)

omogucuje jasan prikaz limfnih ¢vorova medijastinuma pomoc¢u endoskopa koji se uvodi u
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jednjak. Ovom metodom nije moguce razlikovati benigne od malignih limfnih ¢vorova prema

njihovim morfoloskim karakteristikama, ali omoguéuje punkciju za citolosku analizu (51-56).

Bronhoskopija je standardni rutinski postupak koji se koristi za to¢nu dijagnostiku i
procjenu lokalizacije 1 proSirenosti bolesti. Tijekom izvodenja, uzima se materijal za citoloSku,

histolosku 1 mikrobioloSku analizu ( 57).

Pored sve modernijih i mo¢nijih slikovnih radioloskih metoda; osnovna dijagnoza
karcinoma pluca jo$ uvijek mora dobiti potvrdu maligniteta od strane patologa. Najstarija i
najjednostavnija metoda izbora je mikroskopska dijagnoza sputuma - produkta respiratornog
trakta nastalog interakcijom izmedu epitelnih cilijalnih stanica sluznice i imunoloS§kog sustava
pacijenta. Ova metoda omogucéuje vizualizaciju tumorskih stanica narocito kod centralno

smjestenog tumora i karcinoma bronha (57).

Bronhoalveolarni lavat je koristan dijagnosticki materijal za otkrivanje primarnih i
sekundarnih karcinoma plu¢a. Bronhoalveolarnim ispiranjem odredenog segmenta plu¢nog
parenhima dobiva se reprezentativan uzorak s veée povrsine plu¢nog parenhima koji daje Siroke
mogucénosti obrade ukljucujuéi citoloske, mikrobioloske, biokemijske i imunoloske analize.
Kvalitativna citodijagnostika uklju€uje detekciju malignih stanica, mikroorganizama 1

anorganskih sastojaka (59).

Kod perifernosmjestenith tumora u plu¢ima koji nisu’ dostupni bronhoskopu pod
kontrolom.rendgena, radi se iglena biopsija. Tankom iglom aspirira se sadrzaj kroz koZu prsnog

koSa i-dobiveni sadrzaj se mikroskopski analizira (57).

Kada ‘tumor zahvaca pluénu ovojnicu (pleuru).i dolazi do nakupljanja tekucine u
prostoru.izmedu pluéa i prsnog kosa tankom iglom-uzima se sadrzaj za citolosku obradu

postupkom torakocenteze (57-58).

Ukoliko niti jedna dijagnosti¢ka metoda nije dovela do dijagnoze, izbor je kirurSka
biopsija koja moze biti torakoskopija medijastinoskopija ili toraktomija. To su invazivne
metode koje se izvode u operacijskoj sali i pacijent mora biti hospitaliziran.Pomocu sonde

uzimaju se ili uklanjaju suspektni uzorci i Salju na patohistoloSku analizu (60).

Rutinski krvni testovi ne mogu dijagnosticirati karcinom pluca, oni usmjeravaju na
biokemijske ili metabolicke abnormalnosti te uz sumnjiv nalaz RTG-a plu¢a pomo¢ su u
dijagnostici. PocCetna standardizirana laboratorijska dijagnostika obuhvaca odredivanje
kompletne krvne slike (KKS), sedimentacije eritrocita (SE) te rutinske biokemijske parametre;
Alkalna fosfataza (ALP), Gama glutamil transferaza (GGT), Aspartat aminotransferaza (AST),
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Alanin aminotransferaza (ALT), Laktat dehidrogenaza (LDH), ukupni bilirubin, urea, kreatinin,

mokraéna kiselina i elektroliti (61).

1.6. LijeCenje karcinoma pluca

Nakon provedenih dijagnostickih postupaka, kada je poznata lokalizacija i opseg tumorske
bolesti te opée stanje oboljelog, donosi se odluka o nacinu lije€enja. Lijecenje ukljucuje
kirur$ko odstranjivanje tumora, kemoterapiju i/ili zracenje, $to ovisi o tipu i stadiju tumora. Na
izbor terapije utjecu 1 drugi ¢imbenici koji ne moraju nuzno biti vezani za tumor, kao $to su
slabi fizi¢ki status, neuhranjenost te kardiopulmonalna rezerva i kognitivne bolesti koje utje¢u
na odluku da li ¢e lijeCenje biti kurativno ili palijativno. Kurativno lijecenje ukljucuje kirurski
zahvat koji pruza najvece izglede za dulje prezivljavanje i moguce ozdravljenje. Ostali
terapeutski postupci kao §to su kemoterapija, imuno i ciljana antitumorska terapija, produljuju
i poboljsavaju kvalitetu zivota. Palijativno lije€enje usmjereno je na ublazavanje i uklanjanje
simptoma bolesti. KirurSko lijecenje je terapija izbora kada se tumor nije prosirio izvan pluca
pa se izvodi kod pocetnog stadija bolesti u I i II stadiju karcinoma ne-malih stanica. Kirurskim
zahvatom maksimalno se odstranjuje vidljiv tumor i svi_sumnjivi limfni ¢vorovi hilusa 1
medijastinuma koji se‘'moraju patohistoloski ispitati nakon cegase definitivno odreduje stadij
te proSirenost i uznapredovalost bolesti. Unato¢ radikalnom zahvatu, ne postize se uvijek
potpuno izljecenje jer se tumor mozda vec¢ proSirio, a nije se mogao detektirati pa se javlja

recidiv bolesti unutar pet godina (61).

1.6.1. Lijecenje karcinoma pluca ne-malih stanica

LijeCenje karcinoma ne-malih stanica ukljucuje operaciju, radioterapiju, kemoterapiju i
ciljane terapije. U ranom stadiju karcinoma pluc¢a ne-malih stanica | i Il stadija, kada je tumor
ograni¢en samo na jedno pluéno krilo kirurski zahvat je glavni izbor lije¢enja. Koji tip zahvata
¢e se primijeniti, ovisi o lokalizaciji i veli¢ini tumora. Prvi izbor je lobektomija kada se uklanja
jedan rezanj pluca ili klinasta tj. segmentalna resekcija kada se uklanjaju male koli¢ine pluca.
SloZenija operacija je pulmektomija kada se uklanja cijelo plu¢no krilo. Tijekom operacije

uklanjaju se limfni ¢vorovi i provjeravaju da li su u njima prisutne tumorske stanice.
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Patohistoloski nalaz je od iznimne vaznosti stoga Sto potvrduje konacnu dijagnozu i pruza
informaciju da li se tumor prosirio na limfne ¢vorove ,jer o tome nalazu ovisi odluka o daljnjem
nastavku lijeCenja adjuventnom kemoterapijom ili radioterapijom. Ukoliko se kirurskim
zahvatom nije u potpunosti mogao ukloniti tumor, adjuventna radioterapija_je mogucénost
dodatnog lije¢enja. Kada se kod bolesnika u I stadiju zbog drugih razloga'ne moze provesti
kirurski zahvat, izbor lije¢enja je stereotakti¢na ablativna radio terapija (SABR) koja ciljano
zra¢i tumor s visokim dozama zracenja. Ako je u II stadiju karcinoma tumor ve¢i od'5 cm , prvi
izbor je radioterapija. Kod uznapredovale bolesti kada postoji jedan ili. vise lokalno
uznapredovanih tumora, sa zahvadenim regionalnim limfnim cCvorevima bez udaljenih
metastaza (STADIJ I11A), prvi izbor je operacija sa ili bez istodobne kemoterapije. Kada se
bolest prosirila na medijastinalne i supraklavikularne limfne ¢vorove s malignim pleuralnim
izljevom (III B stadij), izbor lijecenja je kemoterapija sa ili bez radioterapije. Prezivljavanje u
navedenom stadiju je do pet godina za 5 % oboljelih.

U IV stadiju bolesti izbor je /palijativna terapija ¢iji je cilj ublazavanje simptoma i
produljenje zivota. Za smanjenje tumorske mase i ublazavanje simptoma, primjenjuje se
kemoterapija. PreZivljavanje je znatno krace te manje od 25 % bolesnika prezivi jednu godinu.
Terapija moze ukljucivati i torakocentezu, ugradnju pleuralnog katetera ili. trahealnih ili
bronhalnih stentova (61-64).

1.6:2. Lijecenje karcinoma plu¢a malih stanica

Kod karcinoma pluc¢a malih stanica , glavni izbor lijecenja je kemoterapija i zraCenje jer
kirurski zahvat nije metoda izbora. Vrlo rijetko je. mogué kirurski zahvat u onim slu¢ajevima
kada je tumor malen 1 jo§ uvijek se nije proSirio (solitarni). Preporuca se preventivno zracenje
glave 1 vrata radi sprjeCavanja metastaza u mozgu koje su Ceste kod karcinoma plu¢a malih
stanica. Kod prosirene bolesti, zracenje je vrlo Cesto samo palijativna terapija za metastaze u

kostima ili mozgu. Tumor malih stanicau startu ima loSu prognozu (65-67 ).
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1.7. Serumski biomarkeri tumorskog rasta

Pojedine vrste malignih stanica tumora proizvode molekule koje se mogu naci u
promijenjenim koncentracijama u krvi, urinu ili tkivima i nazivaju se tumorski biomarkeri.
Tumorske biomarkere moze proizvesti sam tumor ili okolno zdravo tkivo kao odgovor na
prisutnost tumora ili tumorske metastaze. Oni su po svome sastavu proteini, enzimi i-hormoni.
Razvojem molekularne biologije i sve boljem poznavanju molekularne strukture stanica,
danas se i DNA i mikro ribonukleinska kiselina (miRNA) svrstavaju u.grupu tumorskih
biomarkera. Napretkom molekularne genetike uz koristenje monoklonskih protutijela i
hibridizacijskih tehnika otkriveni su mnogi onkogeni I supresorski geni koji se koriste ne
samo za terapiju ve¢ i za dijagnozu pa se i oni svrstavaju u grupu tumorskih biomarkera, kao

Sto su p53, RAS i c-erb B-2.

U svakodnevnoj klinickoj praksi, tumorski biomarkeri koriste se za procjenu rizika od
bolesti, rano otkrivanje bolesti, probir, postavljanje dijagnoze, procjenu uspjesnosti terapije i za
otkrivanje recidiva. Unato€ velikome napretku u otkrivanju tumorskih biomarkera proteklih
desetljeca, jos uvijek nije otkriven idealan tumorski biomarker koji bi specifi¢no upuéivao samo
na odredeni tip karcinoma koji bi se detektirao ve¢ u sasvim malim tumorima kod svih
bolesnika s tom boles¢u te se izlucivao samo iz odredenog tumorskog tkiva. Zbog niske
dijagnosticke osjetljivosti, specifi¢nosti i lose prediktivne vrijednosti, biomarkeri se ne mogu
koristiti za opéi probir ne simptomatske populacije ve¢ je mjihova vrijednost u pracenju
uspjeSnosti-lijecenja 1 ranom otkrivanju recidiva bolesti. Stoga se kona¢na dijagnoza za

specifi¢ni karcinom jo$ uvijek postavlja i potvrduje isklju¢ivo histoloskom analizom (68-69).

1.7.1. Tumorski biomarkeri karcinoma pluca

Prema smjernicama Nacionalne akademije za klini¢ku biokemiju (engl. National Academy
of Clinical Biochemistry, NACB) i Americkog udruzenja za klinicku kemiju (engl. .American
Association of Clinical Chemistry, AACC), donesene su smjernice za klinicku primjenu

tumorskih biomarkera u dijagnozi i pra¢enju karcinoma pluca.
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1.7.2. Tumorski biomarkeri za karcinom plu¢a malih stanica

Neuron specifi¢na enolaza (NSA)

Neuron specificna enolaza prisutna je u visokim koncentracijama -1 neuronima i
neuroendokrinim stanicama kao i tumorima Kkoji proizlaze iz tih stanica. Postoje tri izoenzima
u ljudskim tkivima sastavljeni od tri podjedinice: a, f i Y. U ljudskom mozgu pronadeni su
izoenzimi aa, off 1 aa, dok su u Zivéanom tkivu i endokrinim zlijézdama pronadeni aai Y'Y,
poznati kao neuron specificna enolaza. Neuron specifi¢na enolaza je' Y-homodimer s
molekularnom masom od 78 kDa i predstavlja dominantni izoenzim enzim enolaze koji se
nalazi u neuronskim i neuroendokrinim tkivima. Bioloski poluZivot neuron specifi¢nih anolaza
u tjelesnim tekuéinama je priblizno 24 sata. Neuron specifi¢na anolaza je najbolji biomarker za
praéenje karcinoma malih stanica bronha visoke dijagnosticke osjetljivosti od 93 %. Povisene
vrijednosti mogu se naci i kod nekih drugih karcinoma kao S$to je maligni. melanom,
metastazirani renalni karcinom ili kod benignih bolesti pluca i cerebralnih bolesti (encefalitisi,
mozdani udar, povrede glave)..Nakon terapije, porast neuron specifi¢ne anolaze dobro korelira

s povratom bolesti ( 68).

Progastrin-oslobadajuéi peptid (Pro-GRP)

Progastrin-oslobadajuci peptid, je novi cirkulirajuc¢i biomarker u dijagnostici karcinoma pluca,
prekarsor je peptida koji oslobada gastrin (GRP) peptidnog hormona probavnog trakta. lako je
prva identifikacija GRP-a u uzorcima raka pluca bila jos 1983. godine, uslijed kratkoga
poluzivota, njegova primjena je bila vrlo ograni¢ena, pa su se stoga u posljednjih desetljeca
razvijali laboratorijski testovi za identifikaciju njegovog prethodnika pro-GRP koji je zna¢ajno
stabilniji te koji se danas koristi u dijagnostici. Provedene su mnogobrojne laboratorijske
studije, ali ima vrlo malo podataka o njegovoj dijagnostickoj osjetljivosti i specifi¢nosti u
klinickoj praksi uslijed ¢ega do danas nije uSao u Siru svakodnevnu klinicku primjenu (67).
Unato¢ slaboj klinickoj primjeni zbog nedostatka dovoljno osjetljivih i specifi¢énih biomarkera

,2uvrsten je u preporuku NACB za karcinom pluca (68-69).
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1.7.3. Tumorski biomarkeri za karcinom ne-malih stanica

Citokeritin (Cyfra 21-1)

Tumorski biomarker citokeratin, CYFRA 21-1, fragment je citokeratina 19 koji se nalazi u
normalnim epitelnim stanicama bronha i stanicama karcinoma bronha. Citokeratin je pouzdan
tumorski marker za dijagnozu karcinoma plu¢a ne-malih stanica naro€ito za epidermoidni
karcinom. Ve¢a mu je osjetljivost u uznapredovaloj fazi bolesti pa nije pogodan za rano
otkrivanje bolesti. Najveca vrijednost ovoga biomarkera je-u pracenju uspjesnosti lijeCenja i

rano otkrivanje recidiva bolesti (68,70).

Karcinoembrionalni antigen (CEA)

Karcinoembrionalni antigen ¢ini heterogena skupina proteina koji se sastoje od polipeptidnog
lanca s razli¢itim udjelima ugljikohidrata. Taj glikoprotein se normalno sintetizira tijekom
embrionalnog i fetalnog Zivota i nalazi'se u crijevima, gusteraci i jetri, a’kod odraslih zdravih
ljudi proizvodi se u vrlo niskim koncentracijama. CEA je jedan od prvih klinicki koristenih
tumorskih biomarkera. Iako je otkriven kod bolesnika s adenokarcinomom kolona, povisene
koncentracije sejavljaju kod razli¢itih vrsta malignih tumora poput tumora dojke, pluca,
gusterace, Zeluca i jajnika. Visoka koncentracija CEA u krvi nije specificna ni za jednu malignu
bolest, ali je potvrda prisutnosti tumora opéenito. Nedoveljno je specifi¢an biomarker stoga $to
se poviSene vrijednosti javljaju i u benignim stanjima kao $to su upalne bolesti crijeva, kroni¢ne

pluéne bolesti, benigna hipertrofija prostate kao i neke bubrezne bolesti (71).

Humani epididimalni protein 4 (HE4)

Protein HE4 nalazi se u epitelnim stanicama respiratornoga trakta proksimalnih di$nih puteva i
normalnog reproduktivnoga trakta u zena i testisa u muskaraca. Pripada skupini sekrecijskih
proteina koji kodira WAP gen na 20p kromosomu. Cesto je amplificiran u razli¢itim vrstama
karcinoma jajnika pa je zbog njegove prekomjerne ekspresije pouzdan biomarker karcinoma
jajnika. Njegova uloga u drugim tkivima nije sasvim jasna, a povisene razine pronadene su kod
adenokarcinoma plu¢a. Neka su istraZivanja pokazale da je poviSena razina proteina HE4

povezana s loSom prognozom ne-malih stanica (eng. non-small-cell lung, NSCLC). Osjetljivost
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1 specificnost humanog epididimalnoga proteina kod karcinoma plu¢a mora tek biti potvrdena

i temeljito istrazena u vec¢im studijama (72-75).

Proteaza aktivirani receptori (PAR1)

Proteaza aktivirani receptori (PAR) su G proteini (transmembranski receptori) koji aktiviraju
unutarnje puteve prijenosa signala, reguliraju bioloske procese, koagulaciju i prezivljavanje
stanica. DosadaSnja istrazivanja su pokazala da PAR1 ne sudjeluje samo u normalnim
bioloskim funkcijama ve¢ i u tumorskoj genezi, sudjeluje u proliferaciji,-invaziji tumorskih
stanica 1 metastaziranju tumora. PoviSene vrijednosti pronadene su kod razli¢itih karcinoma pa
neka istrazivanja ukazuju da bi mogao imati i dijagnosticku vrijednost i kod karcinoma pluca
ne-malih stanica jer se pojavljuje u stanicama koje tvore tumorski mikrookoli$, ukljucujuéi
vaskularne i endotelne stanice, makrofage i fibroblaste. Zbog njegove uloge u tumorskoj genezi
treba podrobnije istraziti istu, ne samo u dijagnosticke svrhe nego 1 za potrebe razvoja ciljane

terapije (76).

Tablica 1.4. Posebne preporuke Americke akademije klinicke biokemije

(engl.National'Academy of Clinical Biochemistry, NACB-) za karcinom pluca

Biomarker Primjena NACB 2005
NSE Diferencijalna dijagnoza, pracenje terapije otkrivanje recidiva DA, za SCLC
CEA Diferencijalna dijagnoza, pracenje terapije otkrivanje recidiva DA, zaNSCLC
Cyfra 21-1 Diferencijalna dijagnoza, pracenje terapije otkrivanje recidiva DA, za NSCLC
ProGRP Diferencijalna dijagnoza, pracenje terapije otkrivanje recidiva DA, za SCLC
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1.7.4. Biokemijski parametri za dijagnozu karcinoma pluca

C-reaktivni protein

C-reaktivni protein sintetizira se u jetri kao odgovor na otpustanje upalnih citokina. Povecane
koncentracije ovoga proteina javljaju se kod akutnih i kroni¢nih bakterijskih infekcija,
autoimunih bolesti, nekroze tkiva, malignih oboljenja i infarkta miokarda. Velika vrijednost C-
reaktivnoga proteina je njegova visoka osjetljivost u akutnoj fazi upale unutar 24 - 48 sati, a
njegova razina moze narasti i visSe od 100 puta od normalnih vrijednosti. Osim za pracenje
upalnoga procesa, sluzi i za potvrdu postojanja akutne organske bolesti, kao sto su akutni infarkt
miokarda, tromboza dubokih vena i infekcije te kroni¢nih stanja, kao Sto su maligni tumor,
reumatske bolesti i druge upalne bolesti. Uslijed ovako Siroke primjene, odredivanje C-
reaktivnog proteina uslo je u svakodnevnu klinicku praksu za dijagnozu, procjenu i praéenje
lijeCenja. Povecane razine prate i sve histoloske tipove karcinoma pluca pa je i obavezan
dijagnosticki parametar za dijagnozu tog karcinoma. Posljednjih nekoliko godina istraZivanja
su usmjerena na odnos CRP-a.i karcinoma , te utvrdivanje njegove dijagnosticke i moguce

prognosti¢ke uloge i kod karcinoma pluca (77-78)

Ukupni-proteini u serumu

Proteini, gradevni su-materijal ljudskog tijela i vrlo su razli€iti i specifini za pojedina tkiva i
organe. Svaki protein u svojoj strukturi ima ugljik, dusik, vodik, kisik a neki imaju fosfor,
sumpor i razne metale. Upravo zbog njihove esencijalne vaznosti, svako odstupanje u serumu
od referentnih intervala ukazuje na naruSeno funkcioniranje pojedinih organa i prisutnost
bolesti. Povec¢ane koncentracije ukupnih proteina javljaju se kod dehidracije, kroni¢nih bolesti
jetre, autoimunih bolesti, sarkoma i kod kroni¢nih upala. SniZzene koncentracije proteina
Javljaju se kod prekomjerne hidratacije i gubitkom proteina iz organizma, pri smanjenoj sintezi
ili pojacanoj razgradnji te teSkih bolesti jetre kada je smanjena sinteza albumina.
Hipoproteinemija takoder se javlja kod tuberkuloze i raznih malignih bolesti, a moZe biti 1

posljedica smanjenoga unosa hranom (79-81).
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Albumini

Albumini su najzastupljeniji proteini plazme koji ¢ine od 52 - 60 % svih proteina u tijelu.
Njihova sinteza se odvija u jetri, a poluzivot u plazmi je oko 20 dana, te sudjeluju u mnogim
stani¢nim 1 kemijskim procesima. Imaju esencijalnu ulogu u odrzavanju osmotskoga tlaka
unutar vaskularnog prostora, takoder sluze i kao transportni proteini za prijenos velikih
organskih aniona poput masnih kiselina, hormona (kortizola i tiroksina kada su' njihovi
specificni globulini za vezivanje prezasiceni), bilirubina i mnogih lijekova. Takoder su vazan
negativan reaktant akutne faze obrane organizma kao odgovor na upalu, povredu tkiva ili
infekciju kada njegove koncentracije padaju, te zbog redistribucije u medustani¢nu tekuéinu a
uslijed poveéane propusnosti kapilara i njegovog povecanog katabolizma u stanicama.
Normalno se albumini razgraduju u raznim tkivima, a samo_s¢ male koli¢ine gube gastro

intestinalnim traktom i preko bubrega.

Promjene koncentracije albumina u serumu klini¢ki su vrlo vazne jer ukazuju na
naruSenu sintezu i omjer drugih/ proteina u krvi. Povisene vrijednosti javljaju se kod
hemokoncentracije uslijed dehidracije, a snizene su kod kroni¢ne bolesti jetre, nefrotskog
sindroma i raznih upala kada se zbog upalnoga odgovora organizma smanjuje njihova sinteza
u jetri. Poznato je da su razlicite vrste karcinoma popracene snizenom razinom  albumina u
serumu 1 to naj¢eSée u uznapredovanom stadiju bolesti. Dosadasnja istrazivanja ukazuju da su
nize razine albumina kod karcinoma plu¢a povezane sa slabim prezivljavanjem i mogu biti

koristan prognosticki pokazatelj (82-83).

Prealbumini

Osim albumina, osjetljiv negativni reaktant akutne faze su i prealbumini. Oni se sintetiziraju
u stanicama koroidnog spleta, enterokromatinskim stanicama u gastrointestinalnoj mukozi, a
najve¢im dijelom u jetri. Vrijeme poluzivota prealbumina su 2 dana. Prealbumini su takoder
poznati pod imenom transtiretin (TTR") jer su u funkciji nosaca tireoidnog hormona te vezu 1
stabiliziraju retinol vezujuci protein. Prealbumini 1 njihova koncentracija ovise o hidrataciji
organizma i renalnoj funkciji. Nadalje, oni su naj raniji laboratorijski indikator nutritivnog
statusa i smatraju se dobrim biomarkerom malnutricije .Snizene koncentracije prealbumina
javljaju se kod bolesti koje su povezane s proteinskom malnutricijom kao §to su karcinomi,
ciroza, proteinske enteropatije 1 manjak cinka. Novija istraZzivanja su usmjerena na vaznost

njihove uloge kod karcinoma kao negativnog reaktanta proteina akutne faze kada je usporena
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njihova sinteza i ekstravazacija kao korisnog dijagnosti¢kog ili prognostickog pokazatelja (84-

86).

1.7.5. Hematoloski parametri za dijagnozu pluca

Kompletna krvna slika (KKS)

Kompletna krvna slika je vazna dijagnosti¢ka pretraga ali isto tako i vazna pretraga za

praéenje tijeka bolesti te procjene ucinka lijecenja (86).

Sedimentacija eritrocita

Upalu prati porast brzine sedimentacije unutar 24 - 48 sati i ostaje poviSena nekoliko dana
¢ak 1 nakon §to se simptomi povuku'i zavrsi terapija. Vrijednosti mogu porasti ve¢ kod blage
upale ali 1 kod malignih i autoimunih bolesti. Nedostatak pretrage jest §to ne upucuje na razlog
povisenih vrijednosti ili o tome o kakvoj.se tocno upali radi te se zamjenjuje drugim boljim

testovima - CRP (87).

1.7.6. Molekularna dijagnostika karcinoma pluca

Napretkom molekularnih istrazivanja 1 razvojem mnovih molekularnih tehnika i
amplifikacijskih metoda, omogucen je veliki napredak u dobivanju genetskih informacija iz
uzoraka tkiva ili stanica. Molekularno genetski profil karcinoma pluca vazan je za dijagnostiku
i prognozu oboljenja te odlukama u Kreiranju novih pristupa terapiji. Poznato je da su za razvoj
karcinoma ukljuéeni onkogeni i supresorski. geni koji sudjeluju u prepoznavanju i popravku
oSte¢ene DNK. Onkogeni nastaju iz protoonkogena kao posljedica tockastih mutacija, delecija,
translokacija ili inverzija. Naj¢e$¢i dokazani molekularni poremecaji kod karcinoma pluca su
poremecaji na onkogenima i protoonkogenima te poremecaji ekspresije ¢imbenika rasta i
njihovih receptora, poremecaji ekspresije gena kao 1 poremecaji angiogeneze i imunoloSkog
odgovora kao posljedice tumora. Molekularni biomarkeri karcinoma pluca koriste se za rano
otkrivanje karcinoma, za odabir ciljane terapije, prognozu bolesti i pracenje bolesnika nakon
terapije. Najces¢i molekularni biomarkeri koji se koriste u dijagnostici i lijeCenju karcinoma
pluca, prikazani su u tablici 1.6. Osim navedenih molekularnih poremecaja, kod vecine solidnih
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tumora pod koje se klasificira i karcinom pluca, zbog neadekvatne krvne opskrbe, brzoga rasta
tumora i povecane opskrbe kisikom tumorskog tkiva prisutna je i hipoksija. Hipoksija je vazan
mikrookolis$ni ¢imbenik koji pomaze u adaptaciji i prezivljavanju tumorskih stanice kao i
Sirenju tumora na druge organe 1 organske sustave. Za odrzavanje unutarnje ravnoteze kisika,
tumorske stanice razvile su mehanizme prilagodbe na hipoksiju povecanjem ekspresije HIF-1
¢imbenika (hypoxia-inducible factor-1) koji je ukljuen u angiOgenezu, rezistenciju na
apoptozu i stani¢no prezivljavanje. Molekula HIF-1 je heterodimer graden od dvije podjedinice
HIF-1a 1 konstitutivno aktivne jedinice HIF-1p. Podjedinica HIF-1a ovisna je 0 promjeni kisika
te u hipoksi¢nim stanicama povecava ekspresiju transportera glukoze 1 glikolitickih enzima koji
stimuliraju potro$nju glukoze, konverziju na laktate i izbacivanje laktata iz stanice. Povecana
ekspresija HIF-1 ¢imbenika kod karcinoma povezana je s loSijom prognozom, agresivnijim
tipom tumora kao i rezistencijom na terapiju (kemoterapiju, radioterapiju i bioterapiju). Boljim
razumijevanjem tumorske hipoksije i njezinih molekularnih puteva,otvaraju se nove

mogucnosti za uspjesnije lije¢enje 1 povoljniju prognozu bolesti (88-90).

Mikro RNA (miRNA)

Mikro RNA (miRNA) su male endogene nekodirajuce molekule, duljine oko 22 - 25
nukleotida koje kontroliraju ekspresiju gena na post-transkripcijskoj razini. Prva mala miRNA
(lin-4) otkrivena je 1993. godine u novim vrstama Caenorhabditis sp. i nakon toga su pronadene
tisu¢e novih miRNA (91). Osim normalne regulacije razvojnih 1 diferencijalnih procesa u
stanicama, otkrivena je i njihova vaZna ulogau razvoju malignih bolesti te su postale predmet
istrazivanja kod maligniteta. U prisutnosti tumora, miRNA mijenjaju regulaciju transkripcije i
ponasaju se dvojako, kao onkogeni i kao tumorsupresori. Sudjeluju u svim glavnim obiljezjima
maligniteta kao Sto su invazija tkiva, metastaziranje, angiogeneza, izostanak apoptoze te
regulacija diobe (88). Promjene u razini njihove ekspresije mogu uzrokovati geneti¢ke i
epigeneticke promjene koje su karakteristi¢ne za pojedine tipove malignih bolesti te je analizom
moguce odrediti porijeklo i tip tumora. Novija istrazivanja usmjerena su prema istrazivanju
profila ekspresije miRNA kod razli¢itih karcinoma i njihove prisutnosti u tjelesnim teku¢inama
kao Sto su krv, znoj, slina i urin. Rezultati dosadasnjih istrazivanja ukazuju na ranu prisutnost
specificnih miRNA za malignu bolest u krvi ve¢ u ranom stadiju bolesti te se njihove
koncentracije povecavaju s progresijom bolesti. Upravo zbog njihove rane prisutnosti kod
bolesti u razli¢itim bioloskim teku¢inama i bolje stabilnosti u krvi, zauzimaju visoko mjesto

interesa u dijagnostici, pracenju i lijeCenju malignih bolesti (92).
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Tablica 1.5. Cirkuliraju¢e miRNA kao potencijalni biomarkeri malignih tumora (92).

Maligni tumor

MiRNA u Kkrvi

Karcinom pluc¢a ne-malih stanica (NSCLC)

miR-17-3p, -21, -106a, -146, -155, -191, -203, - 205,
-210, -212, -214

Kolorektalni karcinom

miR-29a, -92a, miR-135b, -92, -222, -17-3p

Karcinom jajnika

miR-21, -141, -200a/b/c, -2083, -205, -214

Karcinom prostate

miR-141 miR-16, -92a, -103, -107,-197, -346, - 328,
-485-5p, -92b, -574-3p, -636, -640; 766, -885-5p

Karcinom gusterace (duktalni)

miR-21, -210, -155, -196a

Akutna limfoblasti¢na leukemija

miR-92 (razina je smanjena)

Tablica 1.6. Molekularni biomarkeri za dijagnozu i lije¢enje karcinoma pluca

(93, 94).

Histoloski tip karcinoma pluca

Mutacije

Ne-malih stanicaNSCLC

EGFR
ALK
ROS1
BRAF
KRAS
HER2
MET
TP53
CDKNZA
FGER

Malih stanica SCLC

TP53
RB1IMYC
FGFR1
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2.CILJ ISTRAZIVANJA

2.1. Cilj rada

Cilj nasega istrazivanja bio je procijeniti dijagnosti¢ku osjetljivosti specificnost
potencijalnih biomarkera karcinoma pluca kod razli¢itih tipova karcinoma te usporediti ih s
onima Kkoji su danas u primjeni u rutinskoj dijagnostici. Biomarkeri koji su se odradivali u
istrazivanju jesu : CYFRA 21-1, ProGRP, NSE, HE4, PAR1, miRNA, HIF1a te hematoloski
parametri i njithovi medusobni omjeri kao $to su: omjer neutrofil /limfocit (NRL), omjer
trombociti / limfociti (PRL), prosje¢ni volumen trombocita (MPV), diferencijalna krvna slika
(DKS) te biokemijski parametri : ukupni proteini, albumini i prealbumini, te nadalje
usporediti klinicku dijagnosti¢ku vrijednost kod razlicitih tipova karcinoma pluca, navedenih

biomarkera i predloziti algoritam za njihovo odredivanje.

2.2. Hipoteza rada

Nasa pretpostavka koju ovim istrazivanjem zelimo dokazatt, jest da stanice razli¢itih
tipova karcinoma pluéa u svom pocetnom stadiju-oslobadaju jedan ili vise specifi¢nih
tumorskih biomarkera CYFRA 21-1, HE4, NSE, PARL1 te da se genski izrazaj hipoksija-
induciranog ¢imbenika HIF1-alfa (HIF1a) kao 1 cirkuliraju¢e miRNA, razlikuju ovisno o tipu
karcinoma. Usporedbom koncentracija navedenih biomarkera i upalnih biomarkera, napravit
¢e se algoritam njithove dijagnosticke vrijednosti za pomo¢ u dijagnostici bolesti za svaki tip

karcinoma pluca zasebno.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici i uzorci

U nasSem istrazivanje bilo je ukljuc¢eno 200 bolesnika s Odjela za tumore medijastinuma
Klinike za pluéne bolesti Jordanovac, Klini¢ckog bolni¢kog centra Zagreb i1 Zavoda za
torakalnu kirurgiju Klini¢ke bolnice Dubrava s po¢etnom dijagnozom karcinoma pluc¢a
neovisno o histoloSkom tipu i stadiju bolesti. Po dobivanju nalaza patohistoloske dijagnoze
karcinoma pluca i kona¢ne dijagnoze, bolesnici su grupirani‘u dvije skupine karcinoma:
karcinomi malih stanica i karcinomi ne-malih stanica. Bolesnici iz skupine ne-malih stanica
svrstani su u grupe; adenokarcinomi, planocelularni karcinomi , nediferencirani karcinomi ne-
malih stanica, karcinomi drugog izvanpluénog sijela, karcinomi s metastazama,

neuroendokrini karcinomi i ostali .

U ispitivanje je ukljuc¢eno 1 45 zdravih kontrolnih ispitanika koji su pojedina¢no odabrani
izmedu osoba koje su obavljale sistematske preglede u Klini¢koj bolnici Dubrava. Prije pocetka
istrazivanja ispitanici su bili opSirno informirani o istrazivanju i potpisali su informativni
pristanak. Ispitivanje je odobreno od strane Etickoga povjerenstva Klinickog bolni¢kog centra

Zagreb 1 Etickoga povjerenstva Klinicke bolnice Dubrava.

Srednja Zivotna dob ispitanika bila je 60,8 godina sa znatno ve¢im udjelom musSkaraca
(173) nego Zena (72). Najvise bolesnika imalo je dijagnozu adenokarcinoma pluéa, njih
Sezdeset i osam. Nadalje, Cetrdeset bolesnika imalo je dijagnoezu planocelularnog karcinoma,
karcinome s metastazama imala su.trideset i dva bolesnika, karcinome malih stanica imalo je
sedamnaest bolesnika, karcinome ne-malih stanica nediferncirani imalo je devet bolesnika, Sest
bolesnika imali su dijagnozu neuroendokrinoga karcinoma i deset bolesnika imalo je dijagnozu
karcinoma van plu¢nog sijela. U skupini bolesnih ispitanika nedifercirani karcinomi ne-malih
stanica bilo je devet ispitanika. U skupini bolesnika s karcinoma van plu¢nog sijela, dva
ispitanika imala su karcinom timusa, tri ispitanika karcinom jednjaka a dva ispitanika su bili s
dijagnozom hernije zeluca i Cetiri ispitanika dijagnozu mezoteliom pleure. U skupini bolesnika
s karcinomima s metastazama, jedan ispitanik s metastazama karcinoma jezika ,petnaest
ispitanika s metastazama karcinoma kolona, tri ispitanika s metastazama pleure, dva ispitanika

s metastazama dojke, dva ispitanika s metastazama karcinoma mokra¢noga mjehura, tri
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ispitanika s metastazama melanoma, jedan ispitanik s metastazama karcinoma cerviksa, jedan
ispitanik s metastazama karcinoma bubrega, dva ispitanika s metastazama karcinoma ovarija i
dva ispitanika s metastazama karcinoma osteokarcinoma. Pod skupinom ispitanika Ostali, tri
ispitanika imala su fibrozni tumor, tri ispitanika cistu na jednjaku, Cetiri ispitanika
granulomatoznu upalu, tri ispitanika s angiomatozom i jedan ispitanik s limfomom Non Hodgin.

Pet bolesnika je uslijed neadekvatnoga uzorkovanja krvi, isklju¢eno iz daljnjega istrazivanja.

Uzorci od adenokarcinoma dobiveni su od Cetrdeset 1 osam musSkaraca i1 dvadeset zena, uzorci
planocelularnog karcinoma dobiveni su od trideset i1 Cetri muSkaraca 1 Sest Zena,
neuroendokrinoga karcinoma od ¢etiri muskarca i dvije zene, nediferenciranog karcinoma ne-
malih stanica od osam musSkaraca i Cetiri Zene, od karcinoma malih stanica dvanaest muskaraca
i pet Zena, uzorci metastatskoga karcinoma od<osamnaest muskaraca i Cetrnaest Zena, a iz
drugoga sijela Sesnaest muskaraca i sedam Zena. Za odredivanje miRNA uvrsteno je Cetrdeset
bolesnih ispitanika grupiranih u skupine: karcinomi malih stanica, adenokarcinomi pluca,
planocelularni karcinomi pluéa te osam zdravih ispitanika u grupi kontrola. Svim ISpitanicima
uzorkovane su tri epruvete pune krvi odmah nakon postavljanja dijagnoze. Dvije epruveta za
odredivanje kompletne krvne slike i miRNA s ljubicastim ¢epom i jedna s crvenim ¢épom za

ostale biokemijske parametre.

Tablica 3.1 Raspodjela ispitanika prema dijagnozi i spolu

Spol

Skupine dijagnoza Muiliami Zsze Ukﬁgno
Karcinomi malih stanica 12 5 17
Adenokarcinomi ne-malih stanica 48 20 68
Planocelularni ne-malih stanica 34 6 40
Nediferencirani karcinomi ne-malih stanica 8 4 12
Karcinomi van pluénog sijela 9 2 11
Karcinomi s metastazama 18 14 32
Neuroendokrini karcinomi 4 2 6
Ostali 8 6 14
Zdravi ispitanici 32 13 45
Ukupno 173 72 245

*oznacava broj ispitanika
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Tablica 3.2. Raspodjela ispitanika prema dijagnozi i spolu za miRNA

Spol

n* n* n*
Karcinomi malih stanica 9 3 12
Adenokarcinomi ne-malih stanica 9 5 14
Planocelularni ne-malih stanica 10 4 14
Zdravi kontrolni ispitanici 6 2 8
Ukupno 34 14 48
*oznacava broj ispitanika

3.2. Odredivanje hematoloskih parametara

Kompletna krvna slika

Za analizu kompletne krvne slike, krv je uzorkovana u epruvetu s/ljubicastim c¢epom,
BD Vacutainer s K3-EDTA antikoagulansom. Uzorci su analizirani na hematoloSkom
analizatoru Siemens ADVIA 2120i. Princip rada ADVIA 2120i hematoloskoga brojaca radi
na principu proto€noga citometra. Analizira se rasap svijetlosti nakon $to zraka lasera pogodi
svaku stanicu pojedinacno koja se nade u kvarcnoj kiveti protoénoga sustava. Ovom metodom
direktno se mjeri broj leukocita, eritocita, trombocita, te prosje€ni volumen eritrocita (MCV) 1
prosjecni volumen trombocita (MPV). Ra¢unski parametri kompletne krvne slike su
hematokrit, raspodjela eritrocita po veli¢ini (RDW), prosjec¢na koli¢ina hemoglobina u
eritrocitima (MCH), te prosje¢na koncentracija hemoglobina u krvi (MCHC). Uzorak krvi se
aspirira preko UFC sustava (eng. Unified Fluiidics Circuit) i podijeli na alikvote te se zajedno
s pripadaju¢im reagensom usmjeri prema odgovarajucoj reakcijskoj komorici (leukocitnana-
bazo, leukocitna -perox, eritrocitna, hemoglobinska) gdje se odvija proces citokemijske
reakcije. Po zavrSetku reakcije, stanice se uz pomoc¢ izotoni¢ne otopine usmjeravaju kroz
kvarcnu kivetu na izvor svijetlosti tj. lasersku zraku koju emitira laserska dioda. Prolaskom
stanice kroz podrucje detekcije prekida se zraka svijetlosti koja se rasipa u svim smjerovima.
Rasprseno svijetlo skuplja se lecama a niz filtara i ogledala razdvajaju zrake rasprSene pod
odredenim kutovima i usmjerava ih na fotodetektore koji ih prevode u elektri¢ne impulse. To

omogucava da se dobiju podaci o veli¢ini i sadrZaju svake pojedine stanice.
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Svijetlo rasprseno pod manjim kutom odgovara veliCini stanice a svijetlo rasprseno pod
veéim kutom odgovara unutarnjoj gradi stanice. Dobiveni impulsi se kumulativno obraduju,
analiziraju 1 graficki prikazuju u obliku citograma i histograma ¢ime se dobiju razliciti
kvalitativni i kvantitativni podaci o krvnim stanicama. Koncentracija hemoglobina odreduje se

fotometrijski.

Tablica 3.3. Analiza hematoloskih parametara (KKS oznacava kompletnu krvnu sliku)

Broj Broj
ispitanika kontrolnih | Analiza | Metoda Uredaj Materijali
P uzoraka
Metoda  protocne .
ski i i Vacutainer 3
Hematoloski KKS citometrije,
parametri 200 45 spektrofotometrijski | ARV1A 2120 | ml, K-EDTA
izracun
3.3. Odredivanje biokemijskih parametara

Svi uzorci za odredivanje biokemijskih parametara uzorkovani su u epruvete s crvenim

¢epom BD Vacutainer 7 ml bez antikoagulansa.

C -reaktivni protein

C-reaktivni protein odredivan je u serumu kvantitativnom metodom
imunoturbodimetrija na analizatoru Beckman Coulter AU 2700 plus. Princip metode je
stvaranje kompleksa izmedu specifi¢nih antitijela vezanih na ¢estice lateksa koji se u obliku
suspenzije nalaze u reagensu i humanom CRP-u u uzorku seruma. Nastali netopljivi agregati
mjere se turbidimetrijski na valnoj duljini 340 nm i proporcionalni su koncentraciji CRP-a u

ispitivanom uzorku.

Ukupni proteini

Ukupni proteini odredivani su u serumu kvantitativnom metodom na analizatoru
Beckman Coulter AU 2700 plus po Weichselbaum. Metoda se temelji na vezivanju iona bakra
s proteinima 1 polipeptidima stvarajuci ljubicasto obojeni kompleks koji se mjeri na valnoj

duzini 540/660 nm i proporcionalan je koncentraciji proteina u uzorku.
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Albumini

Albumini u serumu odredivani su kvantitativnom metodom na analizatoru Beckman
Coulter AU 2700 plus po Doumas i Rodkey .Metoda se temelji na vezivanju albumina s
bromokresolom stvarajuci intenzivni zeleni kompleks koji se mjeri na valnoj-duzini 600/800

nm i proporcionalan je koncentraciji albumina u uzorku.

Prealbumini

Prealbumini su odredivani u serumu kvantitativnom metodom imunoturbodimetrija na
analizatoru Beckman Coulter AU 2700plus. Princip. metode je stvaranje kompleksa izmedu
specifi¢nih antitijela vezanih na Cestice lateksa koji se u obliku suspenzije nalaze u reagensu i
prealbumina u uzorku seruma. Nastali netopljivi agregati mjere se spektrofotometrijski na

valnoj duljini 340 nm i proporcionalni su koncentraciji prealbumina u ispitivanom.uzorku.

Pro-gastrin-oslobadajuci peptid

Pro-gastrin-oslobadajuc¢i peptid odreden je u serumu imunikemijskom metodom
elektrokemiluminiscencije (ECLIA) na analizatoru COBASe411 (Roche). Princip metode je
stvaranje_imunokompleksau kojem se ispitivanitanalit veze izmedu dva visoko specifi¢na
protutijelaq(sendvi€ tehnika), oslobodeni svjetlosni signal se mjeri i proporcionalan je koli¢ini

analitau uzorku.

Citokeratin (Cyfra21-1)

Citokeratin Cyfra 21-1 odredivan je u serumu imunokemijskom metodom
kemiluminiscencije (CLIA) na analizatoru ARCHITECT (Abbot Diagnostics). Princip metode
je stvaranje imunokompleksa u kojem se ispitivani parametar analit veze izmedu dva visoko
specifi¢na protutijela (sendvi¢ tehnika), oslobodeni svjetlosni signal se mjeri i proporcionalan

je koli€ini analita u uzorku.

NSE, HE4, PAR1

Neuron specifi¢na enolaza, proteaza aktivirani receptori i humani epididimalni protein

odredivani su u serumu enzimskim Elisa testovima (engl. enzyme-linked immunosorbent assay,
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ELISA) na analizatoru Siemens BEP 2000 Advance. Princip testa je vezivanje antigena iz

uzorka na dodano odgovarajuce antitijelo za specificni antigen i dodavanjem enzima tvoreci

Se

kompleks antitijelo-antigen a nastali obojeni spoj ili svjetlosni signal mjeri
spektrofotometrijski i odreduje koli¢inu antigena u uzorku.
Tablica 3.4. Analiza biokemijskih parametara
Analizirani Broi Broj
biokemijski oroj kontrolnih Metoda Uredaj Materijali
ispitanika
parametar uzoraka
Vacutainer
CRP 200 45 Lateks imunodimetrija (B:ce)(LZJII(tr(?r(’j1 ! 7ml bez
Pre-albumini AU2700 aktivatora
koagulacije
Speoloe e eckan | Yo
ukupni proteini| 200 45 selenilo Coulter Kiivat
AU2700 axlivatora
koagulacije
Vacutainer
L .. . 7ml bez
Cyfra 21-1 200 45 Elektrokemiluminiscencije | Arciteht .
aktivatora
koagulacije
HE4 Siemens ;ﬁ;tg:;ner
NSE 200 ELISA testovi BEP2000 Ktivat
PAR-1* Advance dxlivatora
koagulacije
'Vacutainer 7ml
. o . COBASe411 |bez aktivatora
ProGRP 200 45 Kemilumuminiscencija (Roche) koagulacije

CRP:+C-reaktivni protein, Cyfra 21-1 —citokeratin 21-1, HE4-humani epididimalni protein, NSE- -neuron specifi¢na enolaza,

PAR-1-proteaza aktivirani receptori, Pro GRP-pro gastrin oslobadajuci peptid
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3.4. Molekularne metode

Molekularne analize u¢injene su s pomocu lan¢ane reakcije polimeraze (engl. polymerase
chain reaction, PCR) iz uzorka periferne krvi rutinski uzetih bolesnicima prilikom
postavljanja dijagnoze. Krv je uzorkovana u epruvetu s ljubi¢astim ¢epom, BD Vacutainer s
K3-EDTA antikoagulansom. Analize su izvrSene na Odjelu molekularne dijagnostike i

genetike Klini¢ke bolnice Dubrava u Zagrebu.

3.4.1. Metoda RNA izolacije i reverzne transkripcije

Ukupnu stani¢nu RNA izolirali smo iz periferne krvi koristeéi klasicnu metodu izolacije
RNA s TRIzol reagensom (Invitrogen, Carlsbad, California, USA) prema Chomczynski et
al.(95) Bit metode je liza stanica reagensima koji istovremeno inhibiraju RNA-ze. RNA se od
DNA 1 proteina odjeljuje taloZenjem 1 ekstrakeijom s fenolom i kloroformom. Prijepis RNA u
komplementarnu DNA (cDNA) napravljen je prema izvornom propisu Gabert i.sur (96).
Prepisivanje (reverzna transkripcija) ukljuéuje zagrijavanje 5 uLL vodene otopine RNA kroz
10 minuta na 65 °C, zatim 2 minute na -20 °C te 5 minuta na sobnoj temperaturi. Zatim se na
5 uL RNA doda 15 pL smjese (Tagman Universal PCR Master Mix) koja sadrzi 2 pLL10Xpcr

pufer I, 4 uL 25mM MgClI2,4pL nukleotida (10 mM deoksiribonukleotid trifosfata u
destiliranoj vodi, pH 7;0), enzim transkriptazu, pL inhibitora RNA=za, 1 pL heksamera, i 2
pL DEPC (dietilpirokarbonat) vode (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA) te se sve stavina 37 °C tijekom 60 minuta. Dobivena cDNA razrjeduje se u omjeru 15

ML cDNA+15 pL destilirane H20.

3.4.2 Umnazanje cDNA i relativna kvantifikacija HIF1 o gena

Za umnazanje cDNA pomocu lan¢ane reakcije polimeraze s fluorescentno obiljezenim
oligonukleotidnim probama koriSten je 7300 Real Time PCR System (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA). Relativna kvantifikacija u odnosu na uzorak- kalibrator,
omogucena je mjerenjem fluorescencije (koja je proporcionalna koli¢ini nastalog produkta) u

svakom ciklusu reakcije.
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Kao kontrolni gen koristili smo Abelson kinazu (abl): kori$tene su pocetnice sekvenci ENF 5'
TCG AGATAA CAC TCT AAG CAT AACTAAAGG T3',ENPri0435' CCATTTTTG GTT TGG
GCT TCACAC CAT T 3', ENR1063 5 GAT GTAGTT GCT TGG GAC CCA 3', dok su za TagMan
PCR analizu ciljnog gena HIF 1a koriStene slijedece pocetnice: HIF 1a Fwd: 5'-CTC ATC CAA GAA
GCC CTA ACG TGT T-3', HIFla Rev: 5-GCT TTC TCT GAG CAT TCT GCAAAG C-3', HIFla
proba: 6FAM5'- CCT CAG GAACTG TAG TTCTTT GAC TCA AAG CGA CAMGB.NFQ (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).

Za PCR reakciju koristen je volumen od 25puL smjese koja se sastoji od 5 pL razrijedene cDNA
i 20 pL smjese za PCR.

Tablica 3.5. Smjesa za PCR za abl i HIFla gen

primer F 0.5 pL
proba 0.5 uL
primer R 0.5 puL
Tagman Universal PCR Master Mix 125 uL
Destilirana H,O 6 pL

UKUPNO 20 pL

Uzorke smo nanijeli na sterilnu plocicu, za abl kontrolni gen u duplikatu a za ciljani gen
u triplikatu. Program umnazanja sastojao se od 2 minute na 50 °C (aktivacija), 10 minuta na 95
°C (aktivacija AmpliTaq Gold DNA polimeraze) i 50 PCR ciklusa (15 sekundi na 9 5°C -

taljenje i 1 minuta na 6 0°C - ekstenzija).

3.4.3 Evaluacija RT-PCR podataka

7300 System_SDS Software RQ Study Application (Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA) koristen je za sve.analize genske ekspresije.

Rezultati analize prikazani su kao delta Ct vrijednosti. Delta Ct je razlika u broju ciklusa
potrebnih da se koli¢ina umnozenog PCR produkta podigne iznad grani¢ne vrijednosti (engl. treshold
value). Stoga je delta Ct obrnuto proporcionalna koli¢ini mRNA ( Slika 3.1) .

35



- X

- -2

0@ W @R G EE » B omt |Deta [DersRavs Oyce v Calibrator  [153R07 kS

Plate Y Amplification Plot Y Gene Expression

~||Onentation’ | Detector

1.0e+002

1.00+001

1.0e+000

1.0e-001

Delta Rn

1.0e-002

1.0e-003

Al

1.0e-004 —t
12345678 91011121314151617181920 2122 23 24 25 26 27 28 29 30 3132 33 34 35 36 37 36 39 40 41 42 4344 45 46 47 48 4950

Cycle Number
Ansysis Settings
 AuoQt Lne Colox: [Wel Coke ~ w|
& Macual 0 7 Automatic Baselne
Theeshoid [0.2000000 & Manusl Baseine: St (cycle) |3 End lcpcle} |15 Help

B Removable Disk (F:) B Search Resuks

Slika 3.1. Prikaz rezultata umnazanja fragmenata cDNA HIF1a gena iz ovog istrazivanja

3.4.4 Mikro RNA

Zaumnazanje miRNA pomocu lancane reakcije polimeraze s fluorescentno obiljeZenim
oligonukleotidnim probama koristen je 7300 Real Time PCR System (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA). Za izolaciju mikro RNA (miRNA) koriSteni su reagensi
prikazani u tablici 3.4.

Tablica 34. Prikaz reagensa koristenih za izolaciju mikro RNA (miRNA.)

Natrijev klorid 9 mg/ml (0,9 %) (HZTM)

Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, katalo§ki broj. 10771)

TRI Reagent Solution (Thermo Fisher, kataloski broj. AM9738)

kloroform p.a. (Kemika, kataloski broj. 1132101)

izopropanol p.a. (Kemika, kataloski broj. 1622601)

apsolutni etanol min 99,99 % (Kemika, kataloski broj. 0505001)

miScript Il RT Kit (QIAGEN, kataloski broj. 218161)

miScript SYBR Green PCR Kit (QIAGEN, kataloski broj. 218073)

Pathway-Focused miScript miRNA PCR Array - Human Tumor Suppressor miRNAs (QIAGEN,
kataloski broj. 331221 MIHS-119ZA)
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3.5. StatistiCka obrada podataka

Normalne distribucije numerickih varijabli prikazane su kao aritmetiC¢ka sredina =+
standardna devijacija a grupe su usporedene analizom varijance (ANOVA) s post hoc testom.
Nenormalne distribucije numerickih varijabila prikazane su kao medijan i.interkvartilni raspon
i usporedene su izmedu grupa koriste¢i Kruskal-Wallis ANOVA s post hoc Conoverovim
testom. Kategorijske varijable prikazane su kao omjer 1 postotak i usporedene su izmedu grupa
koriste¢i X2. Za statisticku znacajnost koriStena je p vrijednost manja od p <0,01. Za sve analize

koristio se statisticki program MedCalc verzija 18 (MedCalc Software, Belgija).
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4. REZULTATI

4.1. Raspodjela ispitanika

U istrazivanju su analizirani podaci za 245 ispitanika, 200 u skupini oboljelih od
karcinoma pluca i 45 zdravih ispitanika u kontrolnoj skupini. Od 173 muskarca (71%), 141 je
u skupini oboljelih, a 32 u kontrolnoj, a od 72 Zene (29%) 59 je uskupni oboljelih a 13 je bilo
u kontrolnoj skupini. Nije bilo razlike u raspodjeli ispitanika prema spolu u skupini oboljelih i

kontrolnoj skupini.

Razlike po dobi bile su statisticki' zna€ajne s obzirom na dijagnozu (P < 0,001, test
Kruskal-Wallis). Medijalna vrijednost/dobi ispitanika bila je 62 godine. Najmladi ispitanik
imao je 33 godine dok je majstariji imao 84. Prosje¢no najmladi bili su ispitanici iz skupine
karcinoma drugog sijela (srednja vrijednost 52.4, medijalna vrijednost 51.5 godina) dok su
najstariji bili ispitanici iz skupine karcinoma malih stanica(srednja vrijednost 65.5, medijalna
vrijednost 65.9 godina) (Mann-Whitney U test).

Tablica 4.1. Raspodjela prema dobi ispitanika.

N | M 95 % IP Medijan | Minimum | Maksimum | DK GK SD

Dob (godine) | 2451 60,8 | 59,5-62,0 | 62,4 32,8 84,3 54,6 66,9 9,8

N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95%. IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna vrijednost; Minimum/

maksimum-najniZa i najvi$a izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija.

Ispitanici iz skupine bolesnih svrstavani su u skupine obzirom na primarnu dijagnozu
karcinoma pluc¢a. Skupine ispitanika su: karcinomi plu¢a malih stanica, adenokarcinomi,
planocelularni , nediferencirani karcinomi ne-malih stanica, karcinomi van pluénog sijela,

karcinomi s metastazama, neuroendokrini karcinomi i ostali karcinomi .

Tablica 4.2 prikazuje raspodjelu oboljelih ispitanika prema dijagnozi i spolu. 1z tablice
je vidljivo da je u skupini karcinoma malih stanica jednaki postotak muSkaraca i Zena (9 %).

Adenokarcinom pluca imalo je 34 % muskaraca i 36 % Zena, dok je planocelularni karcinom
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imalo je 25,8 % muskaraca i 9,0 % zena. Nediferencirani karcinom pluca imalo je 8 %

muskaraca i 4 % zena, karcinome van pluénog sijela imalo je 9,0 % muskaraca i 2 % Zena.

Karcinome s metastazama imalo je 13 % muskaraca i 25 % zena, a neuroendokrini karcinom

imalo je 3 % muskaraca i 2 % zena. Ostale tipove karcinoma imalo je 5 % muskaracai 11 %

zena (hi — kvadrat test).

Tablica 4.2. Raspodjela oboljelih ispitanika klasificiranih u skupine dijagnoza prema grupi

dijagnoze i spolu.

Analizirano obiljezZje Spol
Skupine dijagnoza Muskarci Zene Ukupno
n* (%) n* (%) N *(%)
Karcinomi malih stanica 12 (9/%) 5(9 %) 17 (18 %)
Adenokarcinomi ne-malih stanica 48 (34 %) 20 (36 %) 68 (70 %)
Planocelularni ne-malih stanica 34 (26 %) 6 (9 %) 40 (34 %)
Nediferencirani karcinomi ne-malih stanica 8 (4 %) 4 (5 %) 12 (10 %)
Karcinomi van pluénog sijela 9.(6 %) 2 (2 %) 11 (8.%)
Karcinomi s metastazama 18 (13 %) 14 (25 %) 32 (38 %)
Neuroendokrini karcinomi 4 (3 %) 2.(4 %) 6 (6%)
Ostali 8 (5 %) 6 (11 %) 14 (16 %)
Ukupno 141 (100 %) 59 (100 %) 200

*oznacava broj ispitanika

U tablici 4.3 prikazana je raspodjela dobi eboljelih prema grupi dijagnoza uz statisticku

znacajnost. Presjeéno najmladi bili su ispitanici s dijagnozom karcinoma van plu¢nog sijela

(medijan =51,5 godina ), dok su najstariji ispitanici bili s dijagnozom karcinom plué¢a malih

stanica (medijan = 65,9 godina). Vrijednost donje kvartile 61,4 je u skupini planocelularnih

karcinoma pluca dok je najviSa vrijednost gornje kvartile u grupi karcinoma malih stanica 71,3.

Raspodjela dobi izmedu skupina oboljelih ispitanika je statisticki znacajna, (test Kruskal-

Wallis, P<0,001).
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Tablica 4.3. Raspodjela dobi oboljelih prema dijagnozi

Dijagnoza N M SD 95 % IP DK Medijan GK
Karcinomi malih
) 17 65,5 10,0 60,0-71,1 56,4 65,9 71,3
stanica
Adenokarcinomi ne-
) ) 68 63,4 8,5 61,3-65,5 58,8 63,2 70,4
malih stanica
Planocelularni
) ) 40 64,8 7,7 62,2-67,4 61,4 65,0 69,0
ne-malih stanica
Nediferencirani
karcinomi ne-malih 12 59,3 9,2 52,2-66,4 53,7 62,4 63,1
stanica
Karcinomi van
B 11 52,4 4,2 49,4-55 4 49,1 51,5 55,8
pluénog sijela
Karcinomi s
32 57,7 10,6 53,9-61,5 47,7 62,6 66,3
metastazama
Neuroendokrini
) ) 6 56,4 6,7 49,4-63,5 56,1 56,3 60,2
karcinomi
Ostali 14 60,3 12,2 52,9-67,7 57,5 60,7 66,8

N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95%:. IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna. vrijednost; Minimum/
maksimum-najniza i najvi§a izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija. U tablici 4.22

dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.
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4.2. Citokeratinski fragment 19

U tablici 4.4 prikazana je raspodjela vrijednosti za parametar Cyfra21-1. Najvisa
izmjerena vrijednost je 100 [ug/l] a najniza 0,60 [ug/l], srednja vrijednost i standardna
devijacija ukazuju na rasprSenost podataka pa se za daljnju analizu koristio medijan vrijednost
2,19 [ug/l] . (Mann-Whitney U test).

Tablica 4.4. Raspodjela vrijednosti Cyfra21-1[pg/l]

N M 95 % IP Medijan Minimum Maksimum | DK | GK | SD

Cyfra | 240 | 7,38 | 5,32-9,44 2,19 0,60 100 1,327| 5,67 | 16,2

N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna vrijednost; Minimum/
maksimum-najniZa i najvi$a izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija.

U tablici 4.5 prikazana je raspodjela vrijednosti za parametar Cyfra 21-1 [ug/l] u
bolesnih ispitanika prema skupinama dijagnoza i u kentrolnoj skupini. Prema vrijednosti
medijana za razmatrani parametar dobivena je statisticka razlika izmedu kontrolne skupine
(1,310 pg/l ) i skupine ispitanika s'dijagnozama u skupinama karcinoma plu¢a; malih stanica
(4,820 pg/l ), skupini adenokarcinoma ( 3,40ug/1) te skupini planocelularni (3,065 pg/l).

Tablica 4.5. Raspodjelawvrijednosti Cyfra 21-1 prema raspodjeli oboljelih ispitanika i kontrolne

skupine
N M Minimum | Maksimum | SD 95 % IP DK Medijan GK
Karcinomi malih
) 17 8,015 | 0,700 29,120 9,042 3,366-12,665 | 1,580 4,820 11,520
stanica
Adenokarcinomi
. . 68 9,902 | 0,780 100,00 20,861 4,813-14,990 | 1,750 3,400 7,890
ne-malih stanica
Planocelularni ne-
) ) 40 9,330 | 0,780 100,00 18,612 3,378-15,283 | 1,740 3,065 6,925
malih stanica
Nediferencirani
karcinomi ne- 9 3,269 {0,880 12,640 3,665 0,451-6,086 1,160 1,970 3,330
malih stanica
Karcinomi van
10 3,599 | 0,930 14,320 4,304 0,291-6,907 1,360 2,270 2,920
pluénog sijela
Karcinomi s
32 8,752 | 0,890 100,000 20,400 1,397-16,107 | 1,380 2,115 6,305
metastazama
Neuroendokrini
. ) 6 1,652 | 0,600 4,600 1,678 -0,431-3,735 0,600 1,200 1,260
karcinomi
Ostali 13 8,111 | 0,780 59,630 16,218 -1,690-17,912 | 1,010 1,870 4,400

N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna vrijednost; Minimum/

maksimum-najniza i najvisa izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija.
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U tablici 4.6 prikazana je raspodjela vrijednosti za parametar Cyfra 21-1 [ug/l]

testovima visestrukih usporedbi izmedu skupina ispitanika s dijagnozama i kontrolne skupine

ispitanika. Usporedbe raspodjele ukazuju na statisticke razlike u skupinama oboljelih ispitanika

s dijagnozama karcinoma pluca; karcinom malih stanica (p= 0,014), adenokarcinomi

(p= 0,001), planocelularni (p= 0,001) i karcinomi s metastazama(p= 0,035 ) u‘usporedbi s

kontrolnom skupinom ispitanika (post-hoc test).

Tablica 4.6. Testovi viSestrukih usporedbi u vrijednostima Cyfra 21-1 prema raspodjeli

oboljelih ispitanika prema dijagnozi i kontrolne skupine

Dijagnoza 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 Karcinomi malih stanica 1,000 | 1,000 1,000 (/1,000 [1,000 | 0,523 1,000 | 0,014
2 Adenokarcinomi ne-malih stanica 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,247 1,000 | 0,001
3 Planocelularni ne-malih stanica 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,309 1,000 | 0,001
4 Nediferencirani karcinomi

Tt 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
5 Van pluénog sijela 1,000 4 1,000 - | 1,000 | 1,000
6 Karcinomi s metastazama 1,000 1,000 | 0,035
7 Neuroendokrini karcinomi 1,000 | 1,000
8 Ostali 1,000
9 Kontrola

1 -karcinom malih stanica, 2 -adenokarcinomi ne-malih stanica, 3.-karcinom.ne-malih stanica planocelularni, 4 karcinom ne-

malihsstanica nediferencirani, 5 -karcinomi van plu¢nog sijela, 6 - karcinomi s metastazama, 7- neuroendokrini karcinomi, 8 -

ostali , 9 -kontrolna skupina. U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.
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Slika 4.1. Grafikon ROC krivulja za parametar Cyfra 21-1 prema grani¢noj vrijednosti 2,8
[ng/l]

U tablici 4.7 prikazane su vrijednosti parametra Cyfra21-1[ug/l] iznad i ispod zadane
(engl. cut off ) grani¢ne vrijednosti 2,8 ug/l te je prema vrijednostima izracunata osjetljivost
testa koja ukazuje na stvarno bolesne i moze se ocitati iz stupca ,,+*. Najvecu osjetljivost
parametar Cyfra 21-1/ima-skupina oboljelih ispitanika s dijagnozom planocelularni ne-malih

stanica (60 %) a najvecu specificnost (96,97 %) kontrolna skupina.
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Tablica 4.7. Vrijednosti parametar Cyfra 21-1 iznad i ispod grani¢ne vrijednosti

I osjetljivost testa

Cyfra>2,8 ug/l
an = +
Dijagnoza
Specifi¢nost | Osjetljivost | Ukupno
testa testa

N 7 10 17
Karcinomi malih stanica

% 41,18% 58,82%

N 29 39 68
Adenokarcinomi ne-malih stanica

% 43,28% 56,72%

N 16 24 40
Planocelularni ne-malih stanica

% 40,00% 60,00%

N 6 3 9
Nediferencirani karcinomi ne-malih stanica

% 66,67% 33,33%

N 6 4 10
Van pluénog sijela

% 66,67% 33,33%

N 17 15 32
Karcinomi s metastazama

% 53,13% 46,88%

N 4 2 6
Neuroendokrini karcinomi

% 80,00% 20,00%

N 9 4 13
Ostali

% 69,23% 30,77%

N 44 1 45
Kontrola

% 96,97% 3,03%
Ukupno N 138 102 240

U tablici su dobivene statistickerazlike istaknute drugom bojom.

U tablici 4.8. prikazane su vrijednosti parametra Cyfra 21-1[pg/l] iznad i ispod zadane
(eng.-cut off ) grani¢ne vrijednosti 2,8 pg/l. za sve skupine bolesnih ispitanika prema

dijagnozama i kontrolne skupine ispitanika.
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Tablic 4.8. Udio ispitanika s vrijednostima parametra Cyfra21-1[ug/l] iznad i ispod

grani¢nevrijednosti 2,8 pg/l za sve skupine bolesnih ispitanika prema dijagnozama i kontrolne

skupine
Cyfra>2,8 ug/l
Dijagnoza - +
Specifi¢nost Osjetljivost Ukupno
N 95 100 195
Skupine oboljelih ispitanika s dijagnozama
% 48,95% 51,05%
N 44 1 45
kontrola
% 96,97% 3,03%
Ukupno N 138 100 240

U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.

4 3. Pro-gastrin relaksirajuci peptid (proGRP)

U tablici 4.9 prikazana je raspodjela vrijednosti za parametar proGRP [ng/l].

Najvisa izmjerena vrijednost je 3904 [ng/l] a najniza 3,0 [ng/l], medijan vrijednost za mjereni
parametar je 22,92 [ ng/l]. Dva ispitanika nisu uzeta u obzir za razmatranje zbog vrlo niske
vrijednost (0.00) I jedanzbog jako visoke izmjerene vrijednosti(5,000[ng/l]) (Mann-Whitney
U test).

Tablica 4.9. Raspodjela vrijednosti proGRP

N M* 95 % IP Medijan | Minimum | Maksimum | DK GK SD

proGRP | 237 | 69,63 | 22,85-116,4 | 22,92 3,0 3904 13,23 | 36,37 | 357,7

N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna vrijednost; Minimum/
maksimum-najniza i najviSa izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija. U tablici su

dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom

U tablici 4.10 prikazana je raspodjela vrijednosti za parametar proGRP [ug/I] oboljelih
ispitanika svih skupina karcinoma prema dijagnozama i u kontrolnoj skupini. Znacajna
statistiCka razlika za parametar proGRP [ug/l] kod ispitanika svih skupina karcinoma prema
dijagnozama i u kontrolnoj skupini je vidljiva u grupi oboljelih ispitanika karcinoma malih

stanica u usporedbi s kontrolnom skupinom ispitanika. Najvisa izmjerena vrijednost za mjereni
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parametar izmjerena je u grupi oboljelih ispitanika s dijagnozom karcinom malih stanica
(3904ng/l) kao i najvisa medijan vrijednost 54,89 [ng/l] (Kruskal-Wallis test (p<0,001).

Tablica 4.10. Raspodjela vrijednosti proGRP [ng/l] prema skupini dijagnoza i kentrolnoj

skupini
Dijagnoza N M Minimum Maksimum SD 95 % IP DK Medijan GK
Karcinomi malih stanica 17 | 710,49 9,62 3904,00 1320,96 -52,21-1473 20,69 54,89 488,80
Adenokarcinomi
. . 67 32,50 3,00 134,70 27,43 25,59-39,40 13,41 21,31 40,91
ne-malih stanica
Planocelularni
. . 40 24,26 3,00 106,50 20,80 17,33-31,19 10,10 20,07 29,45
ne-malih stanica
Nediferencirani
karcinomi ne-malih 9 27,89 12,79 40,36 10,60 19,74-36,04 18,97 27,11 37,44
stanica
Karcinomi van pluénog
ol 9 30,63 3,00 72,46 20,28 15,04-46,21 19,29 21,49 41,35
sijela
Karcinomi s
31 31,78 3,00 64,48 14,76 26,17-37,40 23,55 31,76 39,79
metastazama
Neuroendokrini
) . 6 26,85 14,10 46,00 13,55 5,29-48,40 18,58 23,65 35,12
karcinomi
Ostali 13 27,41 11,26 49,73 10,18 21,25-33,56 22,92 28,69 30,45
Kontrola 45 15,41 3,00 45,30 9,92 11,89-18,93 9,21 13,25 22,42
Ukupno 237

N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna vrijednost; Minimum/
maksimum-najniza i najvi§a izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija. U tablici su

dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom

U tablici 4.11 prikazana je raspodjela vrijednosti za parametar proGRP [ng/1]
testovima visestrukih usporedbi izmedu skupine ispitanika s dijagnozama i kontrolne
skupine. Rezultati testa skupina koje su usporedivane prema medijan vrijednosti za
parametar proGRP u oboljelih ispitanika svih skupina karcinoma prema dijagnozama i u
kontrolnoj skupini s znacajnoséu p-vrijednosti od <0,001 (Kruskal-Wallis). Statisticka
znacajnost za parametar proGRP [g/I] je dobivena kod ispitanika u skupini oboljelih
ispitanika karcinoma pluc¢a malih stanica (p=0,001),skupini adenokarcinomi (p=0,010) 1
skupini karcinoma s metastazama (p=0,001), u usporedbi s zdravom kontrolnom skupinom
ispitanika. Unutar skupina ispitanika prema dijagnozama karcinoma pluca vidljiva je
statisticka zna€ajnost izmedu skupina karcinomi malih stanica i skupine planocelularni

karcinomi (p=0,029).
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Tablica 4.11. Testovi visestrukih usporedbi u vrijednostima proGRP [ng/l] prema raspodjeli

oboljelih ispitanika prema dijagnozi i kontrolne skupine

Dijagnoza * 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 Karcinomi malih stanica 0,663 | 0,029 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000. | 0,001
2 Adenokarcinomi ne-malih stanica 0,663 1,000 | 1,000 | 1,000..{ 1,000 | 1,000 |4,000 | 0,010
3 Planocelularni ne-malih stanica 0,029 | 1,000 1,000 | 1,000 | 0,256 |.1,000 | 1,000 | 1,000
4 Nediferencirani karcinomi ne-malih stanica | 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000/ ( 1,000 | 1,000 | 0,460
5 Van pluénog sijela 1,000 | 1,000 | 1,000 4 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,655
6 Karcinomi s metastazama 1,000 | 1,000 | 0,256 | 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 | 0,001
7 Neuroendokrini karcinomi 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 (1,000 | 1,000 1,000 | 1,000
8 ostali 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 0,234
9 kontrola 0,000-.| 0,010 | 1,000 | 0,460 | 0,655 | 0,001 | 1,000. | 0,234

1 -karcinom malih stanica, 2 -adenokarcinomi ne-malih‘stanica, 3 -karcinom ne-malih stanica planocelularni, 4 karcinom ne-

malih stanica nediferencirani, 5 -karcinomi van plu¢nog sijela, 6 - karcinomi s metastazama, 7- neuroendokrini karcinomi, 8 -

ostali , 9 -kontrolna skupina. U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.

Na grafikonu 2. (slika 4.2) prikazane su vrijednosti parametra pro GRP prema grani¢noj

vrijednosti (engl. cut-off) 44,5 ng/l samo za grupu oboljelih s dijagnozom karcinoma malih

stanica u usporedbi sa svim drugim skupinama dijagnoza karcinoma i kontrolnom skupinom.

Grani¢na vrijednost odredena je ROC (engl. Receiver Operating Characteristic).

Dobivene vrijednosti. mjerenog parametra su. znacajno nize od ocekivanih laboratorijskih

normala (68,3 do 77,7 ng/l) vjerojatno zbog malog broja raspolozivih ispitanika (17) u grupi

karcinoma malih stanica.
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Slika 4.2. ROC krivulja za parametar Pro GRP prema grani¢noj vrijednosti 44,5 [ug/1]

U tablici 4.12 prikazane su vrijednosti za parametar proGRP [pg/l] iznad i ispod zadane

grani¢ne vrijednosti 44,5 [ng/l]. Distribucija podataka ukazuje da pro GRP na grani¢noj

vrijednosti 44,5 ng/l dobro razdvaja ispitanike sa dijagnozom karcinoma.malih stanica 64,29

% od ostalih skupina.dijagnoza karcinoma, kod kojih nije dobivena statisticka znacajnost.
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Tablica 4.12. Udio ispitanika s vrijednostima proGRP iznad i ispod grani¢ne vrijednosti

proGRP > 44,5 ng/l i osjetljivost testa

proGRP > 44,5 ng/l
Dijagnoza = +
Specifi¢nost | Osjetljivost | Ukupno

N 6 11 17
Karcinomi malih stanica

% 35,71% 64,29%

N 55 12 67
Adenokarcinomi ne-malih stanica

% 82,54% 17,46%

N 34 6 40
Planocelularni ne-malih stanica

% 86,49% 13,51%

N 9 0 9
Nediferencirani karcinomi ne-malih stanica

% 100,00% 0,00%

N 7 2 9
Karcinomi van pluénog sijela

% 77,78% 22,22%

N 27 4 31
Karcinomi s metastazama

% 86,21% 13,79%

N 4 2 6
Neuroendokrini karcinomi

% 75,00% 25,00%

N 12 1 13
Ostali

% 92,31% 7,69%
Kontrola N 43 2 45
Ukupno 197 40 237

U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom

U tablici 4.13 prikazane su vrijednosti parametra proGRP [ug/l] iznad i ispod grani¢ne
vrijednosti 77,7 ng/l §to je gornja granica laboratorijske normale za taj parametar. Statisticka
znacajnost je vidljiva izmedu kontrolne skupine i skupine ispitanika karcinoma malih stanica
(42,86 %), $to je znatno nize od zadane grani¢ne vrijednosti (eng.cat off') iz tablice 4.12. Ostale
skupine nisu pokazale znacajnu statisticku razliku u odnosu na kontrolnu skupinu. Dobivene
statistiCke razlike ukazuje da proGRP na niZoj grani¢noj vrijednosti (44,5 ng/l ) bolje razdvaja
grupu bolesnih ispitanika sa dijagnozom karcinoma malih stanica od ostalih skupina dijagnoza

karcinoma od gornje laboratorijske granice 77,7 ng/l .
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Tablica 4.13. Udio ispitanika s vrijednostima proGRP iznad i ispod grani¢ne vrijednosti
proGRP > 77,7 ng/l i osjetljivost testa

proGRP > 77,7 ng/l
Dijagnoza - +
. - Ukupno
Specifi¢nost | Osjetljivost
N 10 7 17
Karcinomi malih stanica
% 57,14% 42,86%
N 59 8 67
Adenokarcinomi ne-malih stanica
% 90,48% 9,562%
N 38 2 40
Planocelularni ne-malih stanica
% 97,30% 2,70%
) o ) ) ) ) N 9 0 9
Nediferencirani karcinomi ne-malih stanica
% 100,00% 0,00%
N 9 0 9
Van pluénog sijela
% 100,00% 0,00%
) ) N 31 0 31
Karcinomi s metastazama
% 100,00% 0,00%
N 6 0 6
Neuroendokrini karcinomi
% 100,00% 0,00%
) N 13 0 13
Ostali
% 100,00% 0,00%
N 45 0 45
Kontrola
% 100,00% 0,00%
Ukupno N 220 17 237

U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.

U tablici 4.14 prikazani su sumirani podaci za vrijednosti proGRP iznad i ispod grani¢ne
vrijednosti 44,5 ng/l za sve skupine karcinoma u usporedbi s kontrolnom skupinom. Dobivene
vrijednosti za parametar ukazuju da ima nisku osjetljivost 18,54 % 1 vrlo visoku specifi€nost

96,97 % .
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Tablica 4.14. Udio ispitanika s vrijednostima proGRP iznad i ispod grani¢ne vrijednosti od

44,5 ng/l
proGRP > 44,5 ng/l
Dijagnoza = +
) o Ukupno
Specifi¢nost Osjetljivost

N 151 41 192
Skupine oboljelih ispitanika s dijagnozama

% 81,46% 18,54%

N 43 2 45
kontrola

% 96,97% 3,03%
Ukupno N 194 43 237

U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.

U tablici 4.15 prikazani su sumirani podaci za sve skupine oboljelih ispitanika svrstanih

prema skupinama karcinoma u usporedbi s kontrolnom skupinom i vrijednosti proGRP iznad

grani¢ne vrijednosti 77,7 ng/l . Dobivenirezultati sugeriraju na vrlo nisku osjetljivost mjerenog

parametra 7,30 % kod navedene gornje laboratorijske granice,

Tablica 4.15. Udio ispitanika s Vrijednostima proGRP iznad i ispod grani¢ne vrijednosti od

77,7 ng/l.

proGRP > 77,7 ng/l

Dijagnoza = +
o Ukupno
Specifi¢nost Osjetljivost

N 177 16 192
Skupine oboljelih ispitanika s dijagnozama

% 92,70% 7,30%

N 45 0 45
kontrola

% 100,00% 0,00%
Ukupno N 198 16 237

U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.
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4.3. Neuron specificna enolaza ( NSE )

U tablici 4.16 prikazana je raspodjela vrijednosti za parametar neuron specifi¢éna
anolaza [ng/ml].Sumirani deskriptivni podaci ukazuju na medijan vrijednost za mjereni
parametar je 8,500 [ ng/l], najmanja izmjerena vrijednost je 2,38 [ ng/l | a najvisa 94,12]
ng/l]. U razmatranje nisu uzeta u obzir Cetiri ispitanika zbog pred analiticke greske u

uzorkovanju (hemoliza seruma),(Mann-Whitney U test).

Tablica 4.16. Raspodjela vrijednosti NSE [ng/ml]

N M 95 % IP Medijan | Minimum | Maksimum | DK GK SD

NSE 236 | 11,05 | 9,617-12,49 | 8,500 2,380 94,12 6,360 | 10,98 | 11,00

N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna vrijednost;
Minimum/ maksimum-najniza i najviSa izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija.

U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute/drugom bojom.

Tablica 4.17 prikazuje raspodjelu vrijednosti za parametar neuron specifi¢na anolaza
[ng/ml] prema raspodijeli oboljelih ispitanika klasificiranih u grupe karcinoma prema
dijagnozama i kontrolnoj skupini. Zbog velike razlike izmedu najnize i najvise izmjerene
vrijednostiwvidljive iz prethodne analize (Tablica 4.16°), za daljnju obradu uzete su vrijednosti
medijana. Znacajna statisticka razlika za parametar neuron specificna anolaza [ng/ml]
dobivena je ugrupi oboljelih s dijagnozom karcinoma malih stanica u usporedbi s kontrolnom
skupinom. Prema podacima iz tablice u navedenoj skupini ispitanika izmjerena je najvisa

vrijednost za parametar (94,20 ng/ml) i najvisa medijan vrijednost ( 15,620 ng/ml).
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Tablica 4.17. Raspodjela vrijednosti NSE [ng/ml] prema skupini bolesnih prema dijagnozi i

kontrolnoj skupini

N M Minimmum | Maksimum | SD 95 % IP DK Medijan | GK

Karcinomi malih stanica | 17 26,709 4,460 94,120 25,656 | 11,896-41,52. | 8,990 | 15,620 40,060
Adenokarcinomi ne-

) . 65 12,462 2,710 81,100 12,420 { 9,281-15,643 | 7,590 | 8,780 12,340
malih stanica
Planocelularni

. . 41 9,384 2,860 23,270 3,884 8,141-10,626 | 7,270 | 8,660 10,035
ne-malih stanica
Nediferencirani
karcinomi ne-malih 9 8,660 2,850 20,200 5,348 4,189-13,13 5,550 | 7,060 10,505
stanica
Karcinomi van pluénog
- 9 7,622 2,590 13,280 3,750 4,740-10,504 | 4,440 | 6,980 10,160
sijela
Karcinomi s

31 9,049 3,010 18,500 4,296 7,473-10,624 | 5,690 | 8,020 12,360

metastazama
Neuroendokrini

) ) 6 6,896 3,250 14,120 4,284 1,577-12,215 | 4,750 | 5,110 7,250
karcinomi
Ostali karcinomi 13 9,594 3,890 20,840 4,492 6,879-12,308 | 7,430 | 8,750 10,800
Kontrola 45 7,538 2,380 17,390 3,479 6,284-8,793 4,465 | 7,390 10,260
Ukupno 236

N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost;. -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna vrijednost; Minimum/
maksimum-najniZza i/ najvisa dizmjerena vrijednost; DK/GK-donji. i gornji Kvartil; SD-standardna devijacija. U tablici su

dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.

U tablici 4.18 prikazana je raspodjela visestrukih usporedbi skupina oboljelih ispitanika i
kontrolne skupine, usporedivane prema medijan vrijednosti zaparametar neuron specifi¢na
anolaza [ng/ml], §to rezultira p-vrijednosc¢u od 0,021 (Kruskal-Wallis ). Prikazani rezultati
ukazuju na statistiC¢ku znacajnost u grupi karcinoma pluca malih stanica (p=0,012) u

usporedbi s kontrolnom skupinom ispitanika.
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Tablica 4.18. Testovi visestrukih usporedbi u razinama parametra NSE [ng/ml] prema

dijagnozi
Dijagnoza 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 Karcinomi malih stanica 0,911 | 0,659 | 0,603 | 0,344 | 0,241 | 0,176 1,000 | 0,012
2 Adenokarcinomi ne-malih stanica 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,901
3 Planocelularni ne-malih stanica 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 /| 1,000 /| 1,000

4 Nediferencirani karcinomi
. . 1,000 | 1,000 | 1,000. | 1,000 | 1,000
ne-malih stanica

5 Karcinomi van pluénog sijela 1,000. | 1,000 | 1,000 | 1,000
6 Karcinomi s metastazama 1,000 | 1,000 | 1,000
7 Neuroendokrini karcinomi 1,000 | 1,000
8 ostali 1,000
9 kontrola

1 -karcinom malih stanica, 2 -adenokarcinomi ne-malih stanica, 3 -karcinom ne-malih stanica planocelularni, 4 karcinom ne-
malih stanica nediferencirani, 5 -karcinomi van pluénog sijela, 6 - karcinomi s metastazama, 7- neuroendokrini karcinomi, 8 -

ostali , 9 -kontrolna skupina. U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.

U tablici 4.19 prikazana je raspodjela vrijednosti za parametar neuron specifi¢na
anolaza [ng/ml] prema granic¢noj (engl. cut-off) 16,3 ng/ml, te osjetljivost i specificnost za sve
skupine navedenih dijagnoza u usporedbi s kontrolnom skupinom. Skupni podaci ukazuju da
parametar neuron specifi¢éna anolaza [ng/ml]‘na grani¢noj vrijednosti od 16,3 ng/ml ima jako
nisku osjetljivost za sve skupine karcinoma, osim u skupini karcinoma malih stanica gdje je
osjetljivost visa 42,86 %. Statisticka razlikawkazuje da parametar neuron specificna anolaza na
graniénoj. vrijednosti (16,3 ng/ml ) bolje razdvaja . grupu bolesnih ispitanika sa dijagnozom

karcinoma malih stanica od ostalih‘skupina ali s nizom osjetljivos¢u (Kruskal —~Wallis).

54



Tablica 4.19. Udio ispitanika s vrijednostima NSE iznad i ispod > 16,3 ng/ml

grani¢ne vrijednosti

NSE > 16,3 ng/ml
Dijagnoza . n
Sy Osjetljivost | JKUPMO

N 10 7 17
Karcinomi malih stanica

% 57,14% 42,86%

N 54 11 65
Adenokarcinomi ne-malih stanica

% 85,25% 14,75%

N 38 3 41
Planocelularni ne-malih stanica

% 92,50% 7,50%

N 7 2 9
Nediferencirani karcinomi ne-malih stanica

% 87,50% 12,50%

N 9 0 9
Van pluénog sijela

% 100,00% 0,00%

N 28 3 31
Karcinomi s metastazama

% 90,32% 9,68%

N 6 0 6
Neuroendokrini karcinomi

% 100,00% 0,00%

N 12 1 13
Ostali

% 92,31% 7,69%

N 42 3 45
Kontrola

% 96,88% 3,13%
Ukupno N 206 30 236

U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.

U tablici 4.20 prikazani su sumirani podaci za parametar NSE [ng/ml] iznad i ispod
grani¢ne vrijednost > 16,3 ng/ml za sve skupine oboljelih ispitanika, svrstanih prema
skupinama karcinoma u usporedbi s kontrolnom skupinom. Dobivene vrijednosti ukazuju da

parametar NSE [ng/ml] ima nisku osjetljivost i vrlo visoku specifi¢nost.
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Tablica 4.20. Udio ispitanika s vrijednostima NSE iznad 16,3 ng/ml grani¢ne vrijednosti

NSE > 16,3 ng/ml
Dijagnoza : .
Specifiénost Osijetljivost Ukupno

N 158 23 181
Skupine oboljelih ispitanika s dijagnozama

% 87,29% 12,71%

N 31 1 3
Kontrola

% 96,88% 3.13%
Ukupno N 189 24 213

U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.

4.4. C-reaktivni protein (CRP)

U tablici 4.21 prikazana je raspodjela vrijednosti za parametar CRP [ug/ml], medijan
vrijednost za mjereni parametar je 7,20 [g/ml]-dok je najmanja izmjerena vrijednost 0,20
[ug/ml], najvisa 196,2 [ug/ml]. U razmatranje nisu uzeta w obzir Cetiri ispitanika zbog

predanaliticke greske u uzorkovanju.

Tablica4.21. Raspodjela vrijednosti CRP

N M 95 % IP* | Medijan | Minimum | Maksimum DK GK SD

CRP | 236 | 21,79 | 17,47-26,11 7,20 0,20 196,2 1,900 21,00 33,45

N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna vrijednost; Minimum/
maksimum-najniza i najviSa izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija. U tablici su
dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.

U tablici 4.22 prikazana je raspodjela vrijednosti za parametar CRP [jug/ml] za skupine
oboljelih s dijagnozama svih skupina karcinoma i kontrolnoj skupini, §to rezultira p-vrijedno$¢u
od <0,001 (Kruskal-Wallis). Znacajna statisticka razlika za mjereni parametar je vidljiva u svim
skupinama oboljelih s dijagnozom karcinoma plué¢a u usporedbi s kontrolnom skupinom
ispitanika. U skupini oboljelih s dijagnozom planocelularni karcinom pluéa izmjerena je

najniza (15,75 pg/ml) te najvisa (196,20 pg/ml) vrijednost.
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Tablica 4.22. Raspodjela vrijednosti CRP [pug/ml] prema skupini bolesnih prema dijagnozi i
kontrolnoj skupini

N* M* Minimum Maksimum SD* 95 % IP * DK* Medijan GK*
g:rrﬁ(':’;om' malih |12 | 1906 0,30 118,10 2859 | 4,36-33,76 | 3,40 1050 19,00
G o5 | 2063 0,80 161,60 3890 | 19,66-39,59 | 4,00 11,00 | 30,20
ne-malih stanica
Planocelulamiine= ) | g 45 0,50 19620 | 3952 | 1536-4134 | 4,40 1575 | 30,90
malih stanica
Nediferencirani
karcinomi ne- 9 | 2697 0,50 98,60 33,16 | 1485246 | 3,10 11,20 42,00
malih stanica
XA Y 9 | 2021 0,70 73,10 2564 | 051-39,92 | 1,80 7,10 26,80
pluénog sijela
Rl ITTl S 31 | 1846 0,40 114,80 26,84 |/ 861-2830 | 3,00 11,20 20,00
metastazama
Neuroendokrini
Koo 6 | 412 0,20 10,00 3,65 029-794 | 1,70 3,00 6,80
Ostali 13 | 888 1,20 32,40 920 | 332-1444 | 1,80 7,90 9,60
Kontrola 45 | 1,44 0,30 6,00 1,08 1,05-1,83 | 0,85 1,15 1,80
Ukupno 236

N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% " IP-interval pouzdanosti; medijan. = medijalna vrijednost; Minimum/
maksimum-najniza i najvi$a izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija. U tablici su

dobivene statisti¢ke razlike istaknute drugom bojom.

U tablici 4.23. prikazana je raspodjelaviSestrukih usporedbi izmedu skupina oboljelih
ispitanikai kontrolne skupine usporedivane prema medijan vrijednostima prikazanih u tablici
4.22. Statisticka znacajnost biljezi se u svim skupinama oboljelih s dijagnozom karcinoma osim

u skupini ispitanika .neuroendokrini karcinomi (p = < 0,001, Kruskal-Wallis).
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Tablica 4.23. Testovi visestrukih usporedbi u razinama parametra CRP prema dijagnozi

Dijagnoza 2 3 4 5 6 7 8 9

1 Karcinomi malih stanica 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,001
2 Adenokarcinomi ne-malih stanica 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,931 | 1,000 | 0,000
3 Planocelularni ne-malih stanica 1,000 | 1,000_.{1,000 | 1,000 | 1,000 | ©,000
4 Nediferencirani karcinomi ne-malih stanica 1,000 | 1,000.| 1,000 | 1,000/| 0,006
5 Karcinomi van pluénog sijela 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,040
6 Karcinomi s metastazama 1,000 | 1,000 | 0,000
7 Neuroendokrini karcinomi 1,000 | 1,000
8 Ostali 0,063
9 Kontrola

1 -karcinom malih stanica, 2 -adenokarcinomi ne-malih stanica, 3 -karcinom ne-malih stanica planocelularni, 4 karcinom ne-

malih stanica nediferencirani, 5 -karcinomi van pluénog sijela, 6 - karcinomi s metastazama, 7- neuroendokrini karcinomi, 8 -

ostali , 9 -kontrolna skupina. U tablici su dobivene statisti¢ke razlike istaknute drugom bojom.

U tablici 4.24 Prikazana je raspodjela vrijednosti za parametra CRP 'prema

grani¢noj(engl. cut-off) vrijednosti koja iznosi 5 pg/ml. Statisticka znacajnost vidljiva je u svim

skupinama oboljelih s dijagnozom karcinoma u usporedbi s kontrolnom skupinom. Najveca

osjetljivost testazabiljezena je 70,49% U skupini adenokarcinomi pluéa.
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Tablica 4.24. Udio ispitanika s vrijednostima CRP iznad i ispod grani¢ne vrijednosti

CRP >5 pg/ml
Dijagnoza - n
Specifi¢nost Osijetljivost Ulaprs

N 6 11 17
Karcinomi malih stanica

% 35,29% 64,71%

N 19 46 65
Adenokarcinomi ne-malih stanica

% 29,51% 70,49%

N 13 28 41
Planocelularni ne-malih stanica

% 31,58% 68,42%

N 3 6 9
Nediferencirani karcinomi ne-malih stanica

% 33,33% 66,67%

N 3 6 9
Van pluénog sijela

% 33,33% 66,67%

N 11 20 31
Karcinomi s metastazama

% 32,26% 67,74%

N 4 2 6
Neuroendokrini karcinomi

% 66,67% 33,33%

N 5 8 13
Ostali

% 38,46% 61,54%

N 44 1 45
Kontrola

% 96,88% 3,13%
Ukupno N 108 128 236

U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.

U tablici 4.25 prikazani su sumirani podaci za parametar CRP iznad grani¢ne vrijednost

CRP > 5 pg/ml za sve skupine oboljelih ispitanika svrstanih prema skupinama karcinoma u

usporedbi s kontrolnom skupinom. Dobivene vrijednosti ukazuju da parametar CRP ima dobru

osjetljivost 66,85 % 1 visoku specificnost 96,88 %.
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Tablica 4.25. Udio ispitanika s vrijednostima CRP iznad grani¢ne vrijednosti

CRP > 5 pg/ml
Dijagnoza : :
Specifi¢nost Osjetljivost Ukupno

Skupine oboljelih ispitanika N 61 130 191
s dijagnozama ” - m—"

N a4 1 45
Kontrola

% 96,88% 3,13%
Ukupno N 105 131 236

U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.

4.5, Humani epididimalni protein (HE4 )

Tablica 4.26 prikazuje raspodijelu vrijednosti za parametar HE4 [pmil/ml]. Analizom
podataka dobivena je najniza vrijednost 42,76 pmil/ml a najvisa 450,3 pmil/ml. Zbog velike
razlike izmedu najvise i najnize izmjerene vrijednosti doslo je do disperzije podataka s visokim
interkvartilnim rasponom (63,36 %-73,48 %) i standardnom-devijacijom (39,39) pa je za

daljnje usporedivanje koristena medijan vrijednost 58,14 [pmil/ml].

Tablica 4.26. Raspodjela vrijednosti HE4

N* M* 95 %lP* Medijan | Minimum | Maksimum | DK* | GK* | SD*

HE4 240 68,42 63,36-73,48 58,14 42,76 450,3 53,70 | 65,34 | 39,39

N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna vrijednost; Minimum/

maksimum-najniza i najvisa izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija.

Tablica 4.27 prikazuje raspodjelu vrijednosti za parametar HE4 [pmil/ml] za skupine
oboljelih s dijagnozama karcinoma pluca i u kontrolnoj skupini. Razlika u raspodjeli vrijednosti
analiziranog parametra izmedu promatranih skupina analizirana je Kruskal-Wallis testom
p<0,001 i nije pokazala statisticku znacajnost niti u jednoj grupi, kao niti u kontrolnoj skupini.
Zbog ne dobivenih razlika izmedu skupina i kontrolne skupine, nije bila potrebna analiza
testova viSestrukih usporedba prema dijagnozama (post —hoc analize). S obzirom na Sirok

raspon laboratorijskih normala za ovaj parametar te nepostojanje statisticki znacajnih razlika
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izmedu medijan vrijednosti medu skupinama, moguce je zakljuciti da ovaj parametar nema

dijagnosticki potencijal.

Tablica 4.27. Raspodjela vrijednosti HE4 prema dijagnozi

N M Minimum | Maksimum SD 95 % IP DK Medijan | GK
Karcinom! malih | 47 | 6400 | 4965 11514 | 17,21 | 5545-7285 | 54,62 | 5877 | 61,38
Adenokarcinomi | g | ¢4 48 | 4686 212,80 | 2382 | 58487048 | 5310 | 57,81 | 62,70
ne-malih stanica
Planocelularni 40 | 61,99 | 49,32 100,14 | 1451 | 5831-6567 | 54,32 | 59,60 | 62,54
ne-malih stanica
Nediferencirani
karcinomi ne- 9 | 57,59 | 47,66 82,11/ | 10,65 | 49,41-6578 | 50,25 | 53,38 | 62,37
malih stanica
Karcinomi van 10 | 68,88 | 48,87 14820 | 31,77 | 44,46-9330 | 5559 | 56,55 | 60,09
pluénog sijela
Karcinomi s 32 | 67,12 | 43,90 190,14 | 27,43 | 56,88-77,36 | 54,93 | 59,27 | 7338
metastazama
Eeufoe”d.o"““' 6 | 57,70 | 58,01 64,35 489 | 51,63-6376 | 53,65 | 56,43 | 61,05
arcinomi
Ostali 13 | 62,38 | 48,47 102,72 | 13,65 | 54,13-70,63 | 56,57 | 57,81 | 64,98
Kontrola 45 | 98,99 | 42,76 450,30 | 87,69 | 67,90-130,08 | 53,79 | 64,10 1og 3
Ukupno 240

N-broj ispitanika; M-<srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; /medijan = medijalna. vrijednost; Minimum/

maksimum-najniza i najvisadzmjerena vrijednost; DK/GK-donji iigornji kvartil; SD-standardna devijacija.

4.7. Proteaza aktivirani receptori (PAR1)

Tablica 4.28. prikazuje raspodjelu vrijednosti za parametar PAR1 [pmil/ml]. Analizom

podataka dobivena je najniza vrijednost 0,52 [ng/ml] i najvisa 4,71 [ng/ml]. Za daljnju

statisticku analizu koristio se medijan vrijednost 1,985 [ng/ml].

Tablica 4.28. Raspodjela vrijednosti PAR1 (ng/ml)

N

M

95 % IP

Medijan

Minimum

Maksimum DK

GK

SD

PAR1

240

2,104

2,026-2,182

1,985

0,520

4,710 1,765

2,330

0,605

N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna vrijednost;

Minimum/ maksimum-najniZa i najvi$a izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija.
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U tablici 4.29 prikazana je raspodjela vrijednosti za parametar PAR1 [ng/ml] za skupine

oboljelih s dijagnozama svih skupina karcinoma pluc¢a i u kontrolnoj skupini. Razlika u

raspodjeli vrijednosti analiziranog parametra izmedu promatranih skupina analizirana je

Kruskal-Wallis testom p<0,001. Analiza nije pokazala statisticku znacajnost ni.u.jednoj grupi

kao ni u kontrolnoj skupini pa nije bila potrebna analiza testova viSestrukih usporedbi prema

dijagnozama (post —hoc analize). Kao i za prethodni parametar (HE4), nije odredivana to¢na

grani¢na vrijednost jer analiza nije pokazala statisticke razlike u odnosu na promatrane skupine.

Tablica 4.29. Raspodjela vrijednosti PAR1 [ng/ml] prema dijagnozi

N M Minimum | Maksimum | SD 95 % IP DK Medijan GK
gg;‘;égom' malih | 17 | 2229 | 1,500 3,430 0,643 | 1/886-1,725 | 1,725 | 2,155 2,495
Adenokarcinomi | 0| 5 544 | 0990 4710 0,657 | 2,080-2,408 | 1,860 | 2,085 2,435
ne-malih stanica
Planocelulami | 5| 5 156 | 680 3,860 0,661 | 1,895-2:317 | 1,735 | 1,915 2,300
ne-malih stanica
Nediferencirani
karcinomi ne- 9 2,077 | 1,380 3,140 0,603 | 1,613-2540 | 1,780 | 1,870 2,020
malih stanica
Karcinomivan | 4| 5 475 | 1 600 3,410 0611 | 1,604-2543 | 1,720 | 1,770 2,130
pluénog sijela
Karcinomi s
e estarama 32 | 1,933 | 0520 4,060 0591 | 1,716,150 | 1,580 | 2,030 2,140
Neuroendokrini
Koo 6 1,954 | 1,380 2,540 0481 | 1,357-2,551 |1,670 | 1,830 2,350
Ostali 13 | 2249 | 0,720 3,650 0780 | 1,778-2.720. | 1,860 | 2,060 2,780
Kontrola 45 1,902 | 1,120 2,570 0326 | 1,786-2,018 | 1,740 | 1,890 2,160
Ukupno 240

N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan =

medijalna vrijednost; Minimum/

maksimum-najniZa i najvi$a izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija.
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4.6. Hipoksijom inducirani faktor -1 alfa (HIF1 alpha)

Tablica 4.30 prikazuje izrazaj za parametar HIF1lalpha. Analizom podataka dobivena je
srednja vrijednost 21,87, medijan vrijednost 21,40, dok je dobivena najniza izmjerena

vrijednost iznosila 19,11, a najvisa 31,83.

Tablica 4.30. Raspodjela vrijednosti za parametar HIF1alpha

N M 95 % IP Medijan | Minimum | Maksimum DK GK SD

HIFlalpha | 240 | 21,87 | 21,57-22,1 21,40 19,11 31,83 20,55 | 22,67 | 2,044

N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna vrijednost; Minimum/

maksimum-najniZa i najvi$a izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i‘gornji kvartil; SD-standardna devijacija.

U tablici 4.31 prikazana je raspodjela vrijednosti za parametar HIF1 alpha za skupine
oboljelih s dijagnozama svih skupina karcinoma pluca i kontrolnoj skupini. Razlika uraspodjeli
vrijednosti analiziranog parametra izmedu promatranih skupina analizirana je Kruskal-Wallis
testom p<0,001 i nije pokazala statisticku znacajnost niti u jednoj grupi, kao niti u kontrolnoj
skupini. Zbog ne postojanja razlika, nije bila potrebna analiza testova viSestrukih usporedba
prema dijagnozama, (post —hoc analize) za odredivanje toéne grani¢ne vrijednosti. Analiza
varijance pokazuje da se vrijednosti parametra ne razlikuju prema promatranim skupinama.
Kao i za prethodni parametar (HE4,PAR1) nije odredivana to€na grani¢na jer nema statisticke

razlike prema promatranim skupinama.
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Tablica 4.31. Raspodjela vrijednosti HIF1alpha prema dijagnozi

N M Minimum Maksimum | SD 95 % IP DK Medijan GK
g:;?é’;om' malih 17 21,68 | 19,70 2713 191 | 20,66-2270 | 20,36 | 21,44 21,97
Adenokarcinomi ne- | g 2172 | 19,12 31,83 228 | 21,13-22,32 | 2044 | 21,23 22,56
malih stanica
Planocelularnine- 40 2159 | 19,11 26,22 1,71 | 209492224 | 2046 | 2141 22,20
malih stanica
Nediferencirani
karcinomi ne-malih 9 22,92 | 20,23 31,24 4,18 18,54-27,31 |.20,67 | 21,21 22,98
stanica
XA Y 10 21,48 | 19,81 23,29 128 | 20,40-2255 | 20,62 | 21,12 22,62
pluénog sijela
Kl 32 2233 | 20,51 2737 151 | 21,68-22,98 (2123 | 21,72 23,38
metastazama
Neuroendokrini
Koo 6 2222 | 20,64 23,97 1,36 | 20,05-2439 | 21,33 | 22,13 23,10
Ostali 13 23,93 | 20,15 2771 535 | -2412-71,98 | 20,15 | 23,93 2771
Kontrola 45 21,64 | 19,66 26,32 153 | 20932236 | 20,67 | 21,13 22,14
Ukupno 140

N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna vrijednost;. Minimum/

maksimum-najniZa i najvi$a izmjerena vrijednost; DK/GK-donjii gornji kvartil; SD-standardna devijacija.

4.7. Ukupni proteini

U tablici 4.32 prikazana je raspodjela vrijednosti za parametar ukupne proteine.

Analizom podataka dobivena je najniza vrijednost 30,00 [mg/ml] 1 najvisa 85,00 [mg/ml]. Za
daljnju statistiku analizu koristila se medijan vrijednost koja je za mjereni parametar 70,00

[mg/mi].

Tablica 4.32. Raspodjela vrijednosti za parametar ukupnih proteina [mg/mi]

N M 95 % IP Medijan | Minimum | Maksimum | DK GK SD

Ukupni proteini | 240 | 69,07 | 68,05-70,09 | 70,00 30,00 85,00 66,00 | 74,00 | 8,006

N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna vrijednost; Minimum/

maksimum-najniza i najvisa izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija.
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U tablici 4.33 prikazana je raspodjela vrijednosti za parametar ukupni proteini za
skupine oboljelih s dijagnozama svih skupina karcinoma pluca i u kontrolnoj skupini. Razlika
u raspodjeli vrijednosti analiziranog parametra izmedu promatranim skupina analizirana je
Kruskal-Wallis testom p<0,001 i nije pokazala statisticku znacajnost niti u jednoj skupini kao

niti u kontrolnoj skupini.

Tablica 4.33. Raspodjela vrijednosti prema dijagnozi za parametar ukupnih proteina

N M Minimum | Maksimum | SD 95 % IP DK M:r?” GK
g:;?é’;om' malih 17 | 62,71 40,00 74,00 8,53 58,32:67,09 | 58,00 | 66,00 | 69,00
Adenokarcinomi 68 | 6880 | 4500 83,00 7,03 | /67047055 | 64,00 | 6950 | 74,00
ne-malih stanica
Planocelulamine- | | ga5g | 4500 81,00 7.41 | 66,20-7095 | 67,00 | 6950 | 73,00
malih stanica
Nediferencirani
karcinomi ne- 9 | 67,00 30,00 85,00 1522 | 5530-78,70 | 66,00 | 68,00 | 73,00
malih stanica
RAEO] Yy 10 | 65,67 53,00 80,00 10,06 | 57,93-73,40 | 57,00 |68,00 | 74,00
pluénog sijela
Catrell gl s 32 | 72,66 35,00 84,00 876 | 69,50-7582 | 70,00 | 73,00. | 77,00
metastazama
Neuroendokrini
koo 6 | 7067 69,00 73,00 1,37 | 69,23-72,10..| 70,00. | 70,50 | 71,00
Ostali 13 | 7138 44,00 84,00 10,90 | 64,80-77,97 | 69,00 | 71,00 | 78,00
Kontrola 45 | 68,88 59,00 77,00 3,90 | 67,49-70.26 | 68,007|69,00 | 71,00
Ukupno 140

N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna vrijednost; Minimum/

maksimum-najniZa i najvisa izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija.

Tablica 4.34 prikazuje raspodjelu vrijednosti viSestrukih usporedbi izmedu skupina
oboljelih ispitanika prema dijagnozi i kontrolne skupine, usporedivane prema vrijednostima
medijana za mjereni parametar. StatistiCka znacajnost biljezi se izmedu skupine oboljelih
ispitanika u skupini karcinoma plu¢a malih stanica i skupini ispitanika s metastazama (p=
0,001), te u skupini ostali s ispitanicima iz skupine karcinoma malih stanica (p= 0,02).
Znacajnosti nema u skupini oboljelih ispitanika s karcinomom pluca i kontrolne skupine (p = <

0,001, Kruskal-Wallis).
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Tablica 4.34. Testovi visestrukih usporedbi u razinama parametra ukupni proteini prema dijagnozi

Dijagnoza 2 3 4 5 6 7 8 9

1 Karcinomi malih

stanica 0,238 0,314 | 1,000 1,000 0,001 0,974 0,027 0,851
2 Adenokarcinomi

ne-malih stanica 1,000 | 1,000 1,000 0,079 1,000 1,000 1,000
3 Planocelularni

ne-malih stanica 1,000 1,000 0,237 1,000 1,000 1,000
4 Nediferencirani

SETEST ML 1,000 /| 1,000 [-1,000 | 1,000 1,000
stanica

5 Karcinomi van

pluénog sijela 0,546 1,000 1,000 1,000
6 Karcinomi s

metastazama 1,000 1,000 0,120
7 Neuroendokrini

karcinomi 1,000 1,000
8 Ostali 1,000
9 Kontrola

1 -karcinom malih stanica, 2 -adenokarcinomi ne-malih stanica, 3 -karcinom ne-malih stanica planocelularni, 4 karcinom ne-

malih stanica nediferencirani, 5 -karcinomi van plu¢nog sijela, 6 - karcinomi s metastazama, 7- neuroendokrini karcinomi, 8 -

ostali , 9 -kontrolna skupina. U tablici su dobivene statisti¢ke razlike istaknute drugom bojom:
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4.8. Prealbumini

Tablica 4.35 prikazuje raspodjelu vrijednosti za parametar prealoumini. Analizom podataka
dobivena je najniza vrijednost 5,00 [mg/ml] i najvisa 64,00 [mg/dl]. Za statisticku analizu

koristila se medijan vrijednost 21,00 [mg/dl]

Tablica 4.35. Raspodjela vrijednosti za parametar prealbumina [mg/dl]

N M 95 % IP Medijan Minimum Maksimum | DK GK

SD

Prealbumini 240 21,59 | 20,64-22,55 21,00 5,000 64,00 17,00 27,50

7,513

N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval ‘pouzdanosti; medijan = medijalna vrijednost; Minimum/

maksimum-najniza i najvisa izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija

U tablici 4.36 prikazana je raspodjela vrijednosti za parametar prealbumini izmedu
skupina bolesnih s dijagnozama svih skupina karcinoma plu¢a i u kontrolnoj skupini.
Vrijednosti medijana u svim skupinama ispitanika s dijagnozom karcinoma pluéa pokazuju

statisticku znacajnost s nizim vrijednostima u usporedbi s kontrolnom skupinom.

Tablica 4.36. Raspodjela vrijednosti za parametar prealbumina [mg/dl] prema dijagnozi

. . % i

N M Minimum | Maksimum | SD ”25 0 DK Medijan GK
Karcinomi 17 £.22,29 10,00 64,00 11,66 | 16,30-2829 | 18,00 | 20,00 22,00
malih stanica
Adenokarcinom | 5o | gus | g0 33,00 6,01 | 17282028 | 1450 | 19,00 22,00
ne-malih stanica
Planocelularni ") | 5 5 6,00 40,00 719 | 17,98-22,57 | 15,00 | 18,00 25,50
ne-malih stanica
Nediferencirani
karcinomi ne- | 9 21,67 8,00 33,00 707 | 1623-2710 | 19,00 | 21,00 24,00
malih stanica
Karcinomivan | | 1455 10,00 25,00 574 | 14922375 | 1400 | 22,00 23,00
pluénog sijela
PEEIEIIL & 32 | 2166 8,00 35,00 695 | 19,15-2416 | 16,00 | 21,00 27,00
metastazama
Neuroendokrini | 24,83 18,00 30,00 445 | 2017-2050 | 21,00 | 26,50 27,00
karcinomi
Ostali 13 | 21,38 13,00 34,00 530 |18,18-24559 | 19,00 | 20,00 21,00
Kontrola 45 | 30,06 25,00 34,00 203 |2934-30,78 | 29,00 | 30,00 31,00

N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna vrijednost; Minimum/

maksimum-najniza i najvisa izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija.
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Tablica 4.37 prikazuje raspodjelu vrijednosti viSestrukih usporedbi izmedu skupina

oboljelih ispitanika prema dijagnozi i kontrolne skupine, usporedivane prema medijan

vrijednosti za mjereni parametar $to je rezultiralo p-vrijednoséu od <0,001 (Kruskal-Wallis

test). Statisticka znacajnost nije zabiljeZena u skupinama oboljelih ispitanika; nediferencirani

karcinomi ne-malih stanica i neuroendokrini karcinomi, dok je u svim ostalim skupinama

bolesnih s dijagnozama karcinoma plu¢a dobivena znacajna statisticka razlika‘u usporedbi s

kontrolnom skupinom.

Tablica 4.37. Testovi viSestrukih usporedbi u razinama parametra prealbumini prema dijagnozi

Dijagnoza 2 3 4 5 6 7 8 9

1L iemeinet a7 S e 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,000
2 Adenokarcinomi ne-malih

stanica 1,000 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 1,000 | 0,000
3 Planocelularni ne-malih

stanica 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 1,000 | 0,000
4 Nediferencirani karcinomi

ne-malih stanica 1,000 1,000 | 1,000 1,000 | 0,077
5 Karcinomi van pluénog

sijela 1,000 | 1,000 1,000 | 0,004
6 Karcinomi s metastazama 1,000 1,000 0,000
7 Neuroendokrini karcinomi 1,000 1,000
8 Ostali 0,004
9 Kontrola

1 -karcinom malih stanica, 2 -adenokarcinomi ne-malih stanica, 3 -karcinom ne-malih stanica planocelularni, 4 karcinom ne-

malih stanica nediferencirani, 5 -karcinomi van plu¢nog sijela, 6 - karcinomi s metastazama, 7- neuroendokrini karcinomi, 8 -

ostali', 9 -kontrolna skupina. U tablici su dobivene statisti¢ke razlike istaknute drugom bojom.
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4.11. Albumini

U tablici 4.38 prikazani su rezultati analize aloumina. Medijan vrijednost za albumine

je 41,0 [mg/dl] dok je najmanja izmjerena vrijednost 14,00 [mg/dl] a najvisa.52,00 [mg/dl].

Tablica 4.38. Raspodjela vrijednosti za parametar albumina [mg/dl]

N M 95 % IP Medijan | Minimum | Maksimum | DK GK SD

Albumini | 240 | 40,45 | 39,71-41,19 41,00 14,00 52,00 37,00 | 45,00 | 5,832

N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna vrijednost; Minimum/
maksimum-najniZa i najvi$a izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija. U tablici su

dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.

U tablici 4.39 prikazana je raspodijela vrijednosti za parametar albumini kod ispitanika
svih skupina bolesnika s dijagnozom karcinoma pluéa i u kontrolnoj skupini.” Znacajna
statistiCka razlika za mjereni parametar je vidljiva u skupini oboljelih s karcinomom ; malih

stanica, adenokarcinom i planocelularni karcinomi u usporedbi‘s kontrolnom skupinem.

Tablica 4.39. Raspodjela vrijednosti za parametar albumina [mg/dl] prema dijagnozi

N M Minimum | Maksimum SD 95 % IP DK Medijan GK
Karcinomi 17 | 3847/ 28,00 46,00 526 | 3577-41,17 | 36,00 | 3800 | 43,00
malih stanica
Adenokarcinomi |, gq 173913 | 24,00 51,00 |(560 | 37,78-4049 | 3550 | 39,50 | 4350
ne-malih stanica
Planocelularni 15 3955 | 26,00 4800 | 533 | 3784-41,26 | 3650 | 3900 | 44,00
ne-malih stanica
Nediferencirani
karcinomi ne- 9 1378 | 1400 50,00 10,204 30,05-45,73 | 36,00 | 40,00 | 44,00
malih stanica
REFEI STl VLR 9 | 3867 | 3100 46,00 559 | 34,37-42,96 | 33,00 | 3800 | 43,00
pluénog sijela
et gl s 31 | 41,87 | <19,00 48,00 6,22 | 39,59-44,15 | 40,00 | 43,00 | 47,00
metastazama
Neuroendokrini 6 | 4380 | 42,00 46,00 2,05 | 41,26-46,34 | 42,00 | 43,00 | 46,00
karcinomi
Ostali 13 | 42,77 | 27,00 50,00 6,44 | 38,88-46,66 | 39,00 | 44,00 | 48,00
Kontrola 45 | 4382 | 38,00 52,00 3,40 | 42,61-4502 | 41,00 | 44,00 | 46,00
Ukupno 240

N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna vrijednost; Minimum/
maksimum-najniza i najvisa izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija. U tablici su

dobivene statistiCke razlike istaknute drugom bojom.
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Tablica 4.40 prikazuje raspodjelu vrijednosti viSestrukih usporedbi izmedu skupina
oboljelih ispitanika prema dijagnozi karcinoma pluca i kontrolne skupine, usporedivane prema
vrijednosti medijana za albumine $to je rezultiralo p-vrijednosc¢u od <0,001 (Kruskal-Wallis
test). StatistiCka znaCajnost zabiljezena je u skupinama oboljelih ispitanika; karcinomi malih

stanica (p = 0,037), adenokarcinomi ( p = 0,003), planocelularni karcinomi ( p = 0,032).

Tablica 4.40. Testovi visestrukih usporedbi za parametar prealbumini prema dijagnozi

Dijagnoza 1|2 3 4 5 6 7 8 9

1 Karcinomi malih stanica 1,000 | 1,000 | (1,000 [/1,000 |.0,547 | 1,000 | 0,757 | 0,037

2 Adenokarcinomi

e, 1,000 | 1,000 |1,000 | 0,212 | 1,000 | 0,658 | 0,003

3 Planocelularni ne-malih stanica 2,000 | 1,000 | 0,914 | 1,000 | 1,000 | 0,032

4 Nediferencirani karcinomi ne-malih stanica 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000

5 Karcinomi van pluénog sijela 1000 | 4.000 | 1.000 }0.470

6 Karcinomi s metastazama 1,000 1,000 | 1,000

7 Neuroendokrini karcinomi 1,000 | 1,000

8 Ostali 1,000

9 Kontrola

1 -karcinom malih stanica; 2 -adenokarcinomi ne-malih stanica, 3 -karcinom ne-malih stanica planocelularni, 4 karcinom ne-
malih stanica nediferencirani; 5 -karcinomi van pluénog sijela, 6 - karcinomi s metastazama, 7- neuroendokrini karcinomi, 8 -

ostali ,-9 -kontrolna skupina. U tablici su dobivene statisti¢ke razlike istaknute drugom bojom.
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4.12. Leukociti

U tablici 4.41 prikazana je raspodjela vrijednosti za parametar leukociti. Analizom
podataka dobivena je najniza vrijednost 5,00 [mg/ml] i najvisa 64,00 [ N x 10%1 1. Za daljnju

statisti¢ku analizu koristila se medijan vrijednost 21,00 [N x 10%1].

Tablica 4.41. Raspodjela vrijednosti za parametar leukocita [N x 10%/I]

N M 95 % IP Medijan | Minimum | Maksimum | DK GK SD

Leukociti 240 | 21,59 | 20,64-22,55 | 21,00 5,000 64,00 17,00 | 27,50 | 7,51

N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna vrijednost; Minimum/

maksimum-najniZa i najvi$a izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija.

U tablici 4.42 prikazana je raspodjela vrijednosti za parametar leukociti izmedu skupina
bolesnih s dijagnozama svih skupina karcinoma pluca i u kKentrolnoj skupini. Najvisa vrijednost
medijana izmjerena je u skupininediferencirani karcinomi ne-malih stanica. PoviSene
vrijednosti za mjereni parametar ‘dobivene su u svim skupinama bolesnih s dijagnozom
karcinoma pluca u usporedbi s kontrolnom skupinom a najvisa vrijednost izmjerena je uskupini

adenokarcinoma 29,30 x 10%/1 .

Tablica 4.42. Raspodjela vrijednosti za parametar leukocitaprema dijagnozi

N M Minimum | Maksimum | SD 95 % IP DK Medijan GK
;(tgrr](i:::r;oml iz 17 | 9506 3,600 19,700 {4,327 | 728111731 | 6,500 | 8,100 | 12,200
Adenokarcinomi 68 | 9,059 2,100 29,300 | 4,278 8,023-10,09 6,050 | 8,650 | 10,750
ne-malih stanica
Planocelulamine- |\, 88 ¢ 4,500 19,500 | 3,926 7,340-9,852 5420 | 7,300 | 10,400
malih stanica
Nediferencirani
karcinomi ne-malih | 9 | 11,075 5,500 19,200 | 4,884 | 6,992-15,158 | 7,100 | 10,400 | 14,450
stanica
A LT 10 | 8311 3,800 19,300 | 4571 | 4797-11,825 | 6,500 | 8,200 | 8,700
pluénog sijela
aEiL S 32 | 8397 4,900 20,000 | 3,036 7,302-9,492 6,500 | 7,650 | 9,100
metastazama
Neuroendokrini 6 | 8917 4,500 16,400 | 4,749 | 3,933-13,900 | 5,000 | 7,900 | 11,800
karcinomi
Ostali 13 | 7,777 4,500 11,800 | 1,862 6,652-8,902 6,600 | 8,200 | 8,900
Kontrola 45 | 6,176 4,100 9,000 1,459 5,659-6,693 5000 | 5,700 | 7,500
Ukupno 240

N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna vrijednost; Minimum/

maksimum-najniza i najvisa izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija.
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U tablici 4.43 prikazani su rezultati testa skupina koje su usporedivane prema
vrijednostima medijana parametra $to je rezultiralo p-vrijednoséu od 0,004 (Kruskal-Wallis).
Vrijednosti iz tablice ukazuju na statisticke razlike u skupinama oboljelih s karcinomom pluca
; malih stanica (p= 0,04), adenokarcinomi (p= 0,001), nediferencirani karcinomi ne-malih

stanica (p=0,038) te karcinomi s metastazama (p= 0,037).

Tablica 4.43. Testovi viSestrukih usporedbi u razinama parametra leukocita prema dijagnozi

Dijagnoza 1]2 3 4 5 6 7 8 9

1 Karcinomi malih stanica 1,000 | 1,00 | 1,00 | 100 400 | 100 | 100 | 004

2 Adenokarcinomi ne-malih stanica 1,000-{71,000 | 2,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,001

3 Planocelularni ne-malih stanica 1,000 | 1,000| 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,108

4 Nediferencirani karcinomi ne-malih stanica 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,038

5 Van pluénog sijela 1,000

1,000 | 1,000 | 1,000

6 Karcinomi s metastazama 1,000 | 1,000 | 0,037

7 Neuroendokrini karcinomi 1,000 | 1,000

8 Ostali 0,940

9 Kontrola

1 -karcinom malih stanica, 2 -adenokarcinomi ne-malih stanica, 3 -karcinom ne=malih stanica planocelularni, 4 karcinom ne-
malih stanica nediferencirani, 5 -karcinomi van pluénog sijela, 6 - karcinomi s metastazama, 7- neuroendokrini karcinomi, 8 -

ostali , 9 -kontrelna skupina. U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.

4.13. Prosjecni volumen trombocita (MPV)

U tablici 4.44 prikazana je raspodjela vrijednosti za parametar MPV [fL].Analizom podataka
dobivena je najniza vrijednost 6,100 [fL], najvisa 19,50 [fL]. Za daljnju statisticku analizu
koristila se medijan vrijednost.7,90 [fL].

Tablica 4.44. Raspodjela vrijednosti za parametar MPV [fL]

N M 9B % IP .. Minimum | Maksimum | DK G SD
Medijan
8,600

MPV 240 | 8,022 | 7,851-8,192 | 7,900 6,100 19,50 7,200

1.340

MPV=prosje¢ni volumen trombocita; N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna

vrijednost; Minimum/ maksimum-najniza i najviSa izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija.
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U tablici 4.45 prikazana je raspodjela vrijednosti parametra MPV prema dijagnozama i
vidljivo je da nema znacajne statisticke razlike prema medijan vrijednosti u usporedbi s
kontrolnom skupinom. NajviSa izmjerena vrijednost je u skupini oboljelih ispitanika s

dijagnozom planocelularni karcinom 19,500 [fL], u usporedbi s kontrolnom skupinom

Tablica 4.45. Raspodjela vrijednosti za parametar MPV [fL] prema-dijagnozi

N M Minimum | Maksimum SD 95 % IP DK Medijan GK

;:;?égom' malih | 12| 8004 | 6700 10,000 | 0,873 | 7,645-8,543 | 7,400.| 8,200 | 8,600
Adenokarcinomi 68 | 8122 6,300 12,100 1,024{ 7,874-8,370-| 7,350 | 8,000 | 8,700
ne-malih stanica
Planocelularnine- | 5| 9300 | 6600 19500 | 2,054 | 7/643-8957 | 7.450 | 8000 | 8850
malih stanica
Nediferencirani
karcinomi ne- 9 | 7638 | 6,600 8,600 0,723 | 7,033-8242 | 6,950 | 7,850 | 8,150
malih stanica
NIl lF 10 | 7122 | 6,100 8,200 0624 | 6,643-7,602 | 6,800 | 6,900 | 7,500
pluénog sijela
NI 32 | 7341 | 6,300 9,400 0,722 | 7,080-7,601 | 6,850 | 7,200 | 7,650
metastazama
'Iz'e“'foe“df’k““' 6 | 7,600 6,800 8,200 0,490 | 7,086-8,114 | 7.300 | 7,700 | 7,900

arcinomi
Ostali 13 | 7,730 6,800 9400 0,779 | 7,473-8,287/ | 7,400 | 7,550 | 8,000
Kontrola 45 | 8464 | 6,600 13,300 | 1,318 | 7,996-8,981 | 7,600 | 8,000 | 9,000
Ukupno 240

1 -karcinom malih stanica, 2. <adenokarcinomi ne-malih stanica, 3.<karcinom ne-malih stanica planocelularni, 4 karcinom ne-
malih stanica nediferencirani, 5 -karcinomi van pluénog sijela, 6 - karcinomi s metastazama, 7- neuroendokrini karcinomi, 8 -

ostali , 9 -kontrolna skupina. U tablici su dobivene statisti¢ke razlike istaknute drugom bojom.

U tablici 4.46. prikazani su rezultati testa skupina koje su usporedivane prema
vrijednostima medijana parametra $to je rezultiralo p=vrijednoscu od 0,001 (Kruskal-Wallis ).
Vrijednosti iz tablice ukazuju na statisticke razlike izmedu skupina oboljelih ispitanika
karcinoma van pluénog sijela’( p= 0,02 )i karcinoma s metastazama ( p= 0,001) u usporedbi s
kontrolnom skupinom. Usporedivanjem izmedu skupinama oboljelih ispitanika s dijagnozama
karcinoma pluca vidljive su statisticke razlike izmedu skupine; adenokarcinomi u usporedbi s
ispitanicima iz skupine karcinomi s metastazama ( p= 0,003) te planocelularni karcinom u

usporedbi s skupinom karcinoma s metastazama ( p= 0,036 ).
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Tablica 4.46. Testovi visestrukih usporedbi u razinama MPV prema dijagnozi

Dijagnoza 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 Karcinomi malih

stanica 1,000 1,000 1,000 0,291 0,142 1,000 1,000 1,000
2 Adenokarcinomi ne-

malih stanica 1,000 1,000 0,098 0,003 1,000 1,000 1,000
3 Planocelularni ne-malih

stanica 1,000 0,227 0,036 1,000 1,000 1,000
4 Nediferencirani

SETEST T 1,000 | 1,000 2,000 | 1,000 | 1,000
stanica

5 Karcinomi van pluénog

sijela 1,000 1,000 1,000 0,021
6 Karcinomi s

metastazama 1,000 1,000 0,001
7 Neuroendokrini

karcinomi 1,000 1,000
8 Ostalo 1,000
9 Kontrola

1 -karcinom malih stanica, 2 -adenokarcinomi ne-malih stanica, 3 -karcinom ne-malih stanica planocelularni, 4 karcinom ne-
malih stanica nediferencirani, 5 ~karcinomi van pluénog sijela, 6 - karcinomi s metastazama, 7- neuroendokrini karcinomi, 8 -

ostali , 9 -kontrolna skupina. U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.

4.14. Omjer neutrofili/limfociti ( N/L)

U tablici 4.47 prikazana je raspodjela vrijednosti za. parametar omjer N/L. Sumiranim
deskriptivnim podacima dobivena je srednja vrijednost 4,06, medijan vrijednost 3,05 te

najmanja izmjerena vrijednost 0,10 i najvisa 40,1.

Tablica 4.47. Raspodjela vrijednosti omjera neutrofil /limfociti

N M 95 % IP Medijan | Minimum | Maksimum | DK | GK | SD

N/L 240 | 4,06 | 3,51-4,62 | 3,05 0,10 40,1 1,88 | 5,00 | 4,36

N/L-omjer neutrofil /limfociti N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna
vrijednost; Minimum/ maksimum-najniza i najvi$a izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna
devijacija.

U tablici 4.48 prikazana je raspodjela vrijednosti za parametar omjer N/L izmedu
skupina bolesnih s dijagnozama svih skupina karcinoma plu¢a i kontrolnoj skupini. Prema

medijan vrijednostima i najviSe izmjerenim vrijednostima postoje statisticke razlike u
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skupinama oboljelih ispitanika karcinoma; malih stanica, adenokarcinomi i planocelularni

karcinomi u usporedbi s kontrolnom skupinom.

Tablica 4.48. Raspodjela vrijednosti omjera N/L

N M Minimum Maksimum SD 95 % IP DK Medijan GK
Karcinomi 17 | 7,202 | 1,176 36,000 8,394 | 2,886-11,51" |.3,615 | 4,600 6,000
malih stanica
Adenokarcinomi | g5 | 4 728 | 0,134 40,143 5,224 | 3,464-5993 <2241 | 3771 5,649
ne-malih stanica
Planocelulani 1 ) | 4 765 | 1 389 21,857 3,996 | 3,482-6,038 | 2,351 | 3,767 5,522
ne-malih stanica
Nediferencirani
karcinomi ne- 9 4,733 | 1,714 9,545 2,616 |2,546-6,920 | 2,702 | 4,220 6,379
malih stanica
Karcinomi van | 4 | 5335 | 0197 4.286 1372 | 1,283-3393 | 1,455 | 2,000 3,588
pluénog sijela
Rl ITTl S 32 | 3415 | 0,105 12,600 2723 | 2,433-4397 | 1,633 | 2,921 4192
metastazama
Neuroendokrini | ¢ | 5 905 | 1517 8,563 2760 |0,046-5839 | 1,733 | 1,871 2,103
karcinomi
Ostali 13 | 2931 | 1512 5,000 1,397 | 1,932-3931 | 1,941 | 2,220 4,700
Kontrola 45 | 1,845 | 0,242 5,100 1,069 | 1,466-2,224 | 1,042 1,720 2375

N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; =/+95%  IP-interval pouzdanosti; medijan

medijalna vrijednost; Minimum/

maksimum-najniza i najvi§a izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija. U tablici su

dobivene statisti¢ke razlike istaknute drugom bojom.
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U tablici 4.49 prikazani su rezultati testa visestrukih usporedbi izmedu skupina oboljelih
ispitanika prema dijagnozi i kontrolne skupine koje su usporedivane prema vrijednostima
medijana parametra S$to je rezultiralo p-vrijednos$éu od 0,001 (Kruskal-Wallis).Vrijednosti iz
tablice ukazuju na statisti¢ke razlike u skupinama oboljelih ispitanika s dijagnozom karcinoma
malih stanica (p= 0,001), adenokarcinoma (p= 0,001), planocelularnog karcinoma (p=.0,001),
nediferenciranih karcinoma ne-malih stanica (p= 0,03) u usporedbi s kontrolnom skupinom.

Nema statisticke razlike izmedu skupina bolesnih s dijagnozama karcinoma pluca.

Tablica 4.49. Testovi visestrukih usporedbi u razinamaomjeru N/L prema dijagnozi

Dijagnoza 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 Karcinomi malih stanica

1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,122 | 0,279 | 0,519 | 0,961 | 0,001

2 Adenokarcinomi ne-malih stanica 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,001

3 Planocelularni ne-malih stanica 1,000 | 0657 | 1,000 | 1,000 | 2,000 | 0,001

4 Nediferencirani karcinomi ne-malih stanica 1000 | 1,000 |4:000 | 1,000 %0037

5 Karcinomi van pluénog sijela 1,000 | 1,000 | 1,000 /| 1,000

6 Karcinomi s metastazama 1,000 | 1,000 | 0,171

7 Neuroendokrini karcinomi 1,000 | 1,000

8 Ostli 1,000

9 Kontrola

1 -karcinom malih stanica, 2 -adenokarcinomi ne-malih stanica, 3~karcinom ne-malih stanica planocelularni, 4 karcinom ne-
malih'stanica nediferencirani, 5 -karcinomi van pluénog sijela; 6 - karcinomi s metastazama, 7- neuroendokrini karcinomi, 8 -

ostali , 9 -kontrolna skupina. U tablici su dobivene statisti¢ke razlike istaknute drugom bojom.

4.15. Omjer trombociti/limfociti (T/L )

U tablici 4.50 prikazana je raspodjela vrijednosti za parametar omjer T/L. Analizom
podataka dobivena je najniza vrijednost 13,74 i najvisa 745,0. Visoke vrijednosti gornje i donje
kvartile kao i visoka vrijednost standardne devijacije ukazuju na rasprSenost podataka pa se za

daljnju statisticku analizu koristila medijan vrijednost 153,9.
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Tablica 4.50. Raspodjela vrijednosti za parametar omjera T/L

N

M

95 % IP

Medijan

Minimum

Maksimum

DK

GK

SD

T/L 240

177,6

164,0-191,1

153,9

13,74

745,0

104,8

221,4

106,8

T/L = omijer trombocit- limfocit , N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan =

medijalna vrijednost; Minimum/ maksimum-najniZza i najviSa izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-

standardna devijacija.

U tablici 4.51 prikazana je raspodjela vrijednosti za parametar omjer T/L izmedu

skupina oboljelih ispitanika s dijagnozama svih skupina karcinoma plu¢aiu kontrolnoj skupini.

Medijan vrijednost, kao i najvise i najnize izmjerene vrijednosti ukazuju na statisticke razlike

u skupinama oboljelih ispitanika karcinoma .pluca ; malih' stanica, adenokarcinoma,

planocelularnih te nediferenciranih karcinoma ne-malih stanica u usporedbi s kontrolnom

skupinom.

Tablica 4.51. Raspodjela vrijednosti za parametar omjera T/L

N M Minimum Maksimum SD 95 % IP DK Medijan GK
Karcinomi
e 17 2114 | 72,6 745,0 158,7 | 129,8-293,0 | 117,5 171,4 240,0
Adenokarcinomi
o siamon | 68 193,3 | 13,7 625,0 116,7 | 165,0-2215 | 115,0 168,2 241,1
Planocelulami | o 2025 | 60,3 4308 103,7 | 169,4-235,7 | 131,7 173,8 275,4
ne-malih stanica
Nediferencirani
karcinomi  ne- | 9 176,2 | 86,7 3273 86,0 |104,3-2481 | 1241 150,0 2237
malih stanica
il e 152,6 | 358 321,8 84,6 " | 87,6-217,6 99,6 139,0 1778
pluénog sijela
[GUEIET 5 N 1676 | 315 528,0 1174 | 1252-209,9 | 94,8 1217 199,7
metastazama
Neuroendokrini | 134,3 | 89,3 179,4 333 | 99,4-169,2 111,4 131,0 163,8
karcinomi
Ostali 13 1490 | 86,7 243,6 575 | 107,8-190,1 | 932 131,9 185,7
Kontrola 45 1241 | 44,2 204,0 46,0 | 107,8-1404 | 785 122,2 162,5
Ukupno 140

N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna vrijednost; Minimum/

maksimum-najniza i najviSa izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija. U tablici su

dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.
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U tablici 4.52 prikazani su rezultati viSestrukih usporedbi izmedu skupina oboljelih ispitanika

prema dijagnozi i kontrolne skupine koje su usporedivane prema vrijednostima medijana za

parametar $to je rezultiralo p-vrijednoséu od 0,025 (Kruskal-Wallis).Vrijednosti iz tablice

ukazuju na statisticke razlike izmedu skupina oboljelih ispitanika s dijagnozom karcinoma

puca; adenokarcinomi ( p= 0,056 ) te planocelularni karcinomi (p= 0,020) u usporedbi s

kontrolnom skupinom. Nema statisticke znacajnosti u usporedbama izmedu skupina oboljelih

ispitanika prema dijagnozama.

Tablica 4.52. Testovi viSestrukih usporedbi za parametar omjera T/L. prema dijagnozi

Dijagnoza 2 3 4 5 6 7 8 9

1 Karcinomi malih stanica 1,000 | 1,000 | 4,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,573
2 Adenokarcinomi ne-malih

stanica 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,056
3 Planocelularni ne-malih

stanica 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 | 0,020
4 Nediferencirani karcinomi

ne-malih stanica 1,000 | 1,000 | 1,000 [ 1,000 | 1,000
5 Karcinomi van plu¢nog

sijela 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
6 Karcinomi s metastazama 1,000 | 1,000 | 1,000
7 Neuroendokrini karcinomi 1,000 | 1,000
8 Ostali 1,000
9 Kontrola

1 -karcinom malih'stanica, 2. -adenokarcinomi ne-malih stanica, 3 -karcinom ne-malih stanica planocelularni, 4 karcinom ne-

malih stanica nediferencirani, 5 -karcinomi van pluénog sijela, 6 - karcinomi s metastazama, 7- neuroendokrini karcinomi, 8 -

ostali , 9 -kontrolna skupina. U tablici su dobivene statisti¢ke razlike istaknute drugom bojom.
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4.16. Usporedba izmedu bolesnika s dijagnozom karcinoma malih

stanica i kontrolne skupine

U tablici 4.53 prikazana je raspodjela vrijednosti i rezultati statistiCkog testiranja
izmedu skupine oboljelih ispitanika s dijagnozom karcinoma plu¢a malih stanica te
kontrolne skupine zdravih ispitanika. Vrijednost ,,p* odnosi se na rezultate statistickog

testiranja Mann Whitneyevim U testom. Statisticka znacajnost vidljiva je kod parametara;

Cyfra 21-1 (p= 0,003), proGRP (p= 0,001), NSE (p= 0,002),CRP (p= 0,001),UP (p= 0,004),
Prealbumini (p= 0,001), Leukociti (p= 0,005), Omjer N/L(p=0,001), Omjer T/L(p= 0,009) i
Albumini (p= 0,001).
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Tablica 4.53. Razlike izmedu ispitanika sa dijagnozom karcinoma malih stanica i kontrolne

skupine za sve parametre

Parametar Skupina M N SD DK Medijan GK p
gf;r::za 8,02 17 9,04 1,58 4,82 11,52

Cyfra 21-1 0,003
Kontrola | 1,52 45 0,70 1,16 131 1,84
gf;r::za 710,49 17 1320,96 20,69 54,89 488,80

proGRP <0,001
Kontrola | 15,41 45 9,92 9,21 13,25 22,42
;\f;r::za 26,71 17 25,66 8,99 15,62 40,06

NSE 0,002
Kontrola | 7,54 45 348 447 7,39 10,26
'S\f;r::za 19,06 17 28,59 3,40 10,50 19,00

CRP <0,001
Kontrola | 1,44 45 1,08 0,85 1,15 1,80
Malih 64,00 17 17.21 54,62 58,77 61,38
stanica

HE4 0,278
Kontrola | 98,99 45 87,69 53,79 64,10 107,30
's\f;r::za 2,23 16 0,64 173 2,16 250

PAR1L 0,185
Kontrola 1,90 45 0,33 1,74 1,89 2,16
;\f;r::za 21,68 17 1,91 20,36 21,44 21,97

HIFlalpha 0,887
Kontrola 21,64 45 1,53 20,67 21,13 22,14
's\f;r::za 62,71 17 8,53 58,00 66,00 69,00

upP 0,004
Kontrola | 68,88 45 3,90 68,00 69,00 71,00
;\f;‘r::za 22.29 17 11,66 18,00 20,00 22,00

Prealbumin <0,001
Kontrola | 30,06 45 2,03 29,00 30,00 31,00
;\f;‘r::za 9,51 17 433 6,50 8,10 12,20

Leukociti 0,005
Kontrola 6,18 45 1,46 5,00 5,70 7,50
:f;;:za 8,09 17 0,87 7,40 8,20 8,60

MPV 0,418
Kontrola | 8,46 45 1,32 7,60 8,00 9,00
;\f;‘r::za 7,20 17 8,39 3,62 4,60 6,00

Omjer N/L <0,001
Kontrola 1,84 45 1,07 1,04 1,72 2,38
Qf:r::za 211,41 17 158,71 117,50 171,43 240,00

Omjer T/L 0,009
Kontrola | 124,11 45 45,99 78,50 122,22 162,50
:f;r::za 9,506 17 4,327 6,50 8,10 12,20

Albumini 0,001
Kontrola | 6,176 45 1,459 5,00 5,70 7,50

Cyfra 21-1 -Citokeratinski fragment 1, proGRP -Pro-gastrin relaksirajuci peptid, NSE -Neuron specifi¢na enolaza, CRP - C- reaktivni protein,
HE4 -Humani epididimalni protein, PAR1 -Proteaza aktivirani receptori, HIFlalpha -Hipoksijom inducirani faktor -1 alfa, UP -Ukupni
proteini, MPV -Prosje¢ni volumen trombocita, Omjer N/L -omjer neutrofil/limfociti, Omjer T/L -Omjer trombociti/limfociti, N-broj ispitanika;
M-srednja vrijednost; -/+95% interval pouzdanosti; medijan = medijalna vrijednost; Minimum/ maksimum-najniza i najvisa izmjerena
vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija. U tablici su dobivene statisti¢ke razlike istaknute drugom bojom.
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4.17. Usporedba skupina s dijagnozom adenokarcinomi ne-malih

stanica i kontrolne skupine

Tablica 4.54 prikazana je raspodjela vrijednosti 1 rezultati statistiCkog testiranja izmedu
skupine oboljelih ispitanika s dijagnozom karcinoma pluc¢a adenokarcinomi i kontrolne skupine
zdravih ispitanika.Vrijednost ,p“odnosi se na rezultate. statistickog /testiranja Mann

Whitneyevim U testom. Statisticka znacajnost vidljiva je kod parametra ;

Cifra 21-1 (p=0,001), CRP (p= 0,001), Prealbumini (p= 0,001), Leukociti (p= 0,007), Omjer
N/L (p=0,001), Omjer T/L(p= 0,001), i Albumini (p=.0,001).
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Tablica 4.54. Razlike izmedu ispitanika sa dijagnozom adenokarcinomi ne-malih stanica i

kontrolne skupine za sve parametre

Parametar Skupina M N SD DK Medijan) | GK p
_ NSCLC 1 933 68 18,61 1,74 3,07 6,93
Cifra AC <0,001
Kontrola 1,52 45 0,70 1,16 1,31 1,84
NSCLC | 9426 67 20,80 10,10 20,07 | 29,45
proGRP AC 0,073
Kontrola 15,41 45 9,92 9,21 13,25 22,42
NSCLC | 938 65 3,88 7,27 8,66 10,04
NSE AC 0,078
Kontrola 7,54 45 3,48 4,47 7,39 10,26
NSCLC | o835 65 39,52 4.40 15,75 | 30,90
CRP AC <0,001
Kontrola | 1,44 3 1,08 0,85 115 1,80
NSCLC | 61 99 68 11,51 54,32 59,60 | 62,54
HE4 AC 0,190
Kontrola 98,99 45 87,69 53,79 64,10 107,30
NSCLC 1511 68 0,66 1,74 1,02 2.30
PAR1 AC 0,351
Kontrola 1,90 45 0,33 1,74 1,89 2,16
NSCLC | 51 59 68 171 20,46 2141 | 22,20
HIF1alpha AC 0,943
Kontrola 21,64 45 1,53 20,67 21,13 22,14
- |NSCLC 1 gg g 68 7.41 67,00 69,50 | 73,00
Uk proteini AC 0,753
Kontrola | 68,88 45 3.90 68,00 69.00 | 71,00
_ NSCLC | 5028 68 7.19 15,00 18,00 | 2550
Prealbumin AC <0,001
Kontrola | 30,06 25 2,03 29,00 3000 | 31,00
_ NSCLC | 3955 68 533 36,50 39,00 | 44,00
Albumin AC <0,001
Kontrola | 43.82 45 3.40 41,00 4400 | 46,00
3 NSCLC | g 60 68 3.93 5,42 7.30 10,40
Leukociti AC 0,007
Kontrola | 6,18 45 146 5,00 5,70 7.50
NSCLC 1 g30 68 2,05 7.45 8,00 8,85
MPV AC 0,262
Kontrola 8,46 45 1,32 7,60 8,00 9,00
_ NSCLC 1 476 68 4.00 2.35 377 5,52
Omier N/L AC <0,001
Kontrola 1,84 45 1,07 1,04 1,72 2,38
_ NSCLC | o025 68 103,7 131,7 1738 | 2754
Omjer T/L AC <0,001
Kontrola 124,11 45 45,99 78,50 122,22 162,50

Cyfra 21-1 -Citokeratinski fragment 1, proGRP -Pro-gastrin relaksirajuéi peptid, NSE -Neuron specifi¢na enolaza, CRP - C-

reaktivni protein, HE4 -Humani epididimalni protein, PAR1 -Proteaza aktivirani receptori, HIF1alpha -Hipoksijom

inducirani faktor -1 alfa, UP -Ukupni proteini, MPV -Prosje¢ni volumen trombocita, Omjer N/L -omjer neutrofil/limfociti,

Omjer T/L -Omjer trombociti/limfociti, N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan =

medijalna vrijednost; Minimum/ maksimum-najniZa i najvi$a izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-

standardna devijacija. U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.
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4.18. Usporedba skupina s dijagnozom Planocelularni ne-malih

stanica i kontrolne skupine

Tablica 4.55 prikazana je raspodjela vrijednosti i rezultati statistickog testiranja izmedu
skupine oboljelih ispitanika s dijagnozom karcinom pluc¢a planocelularni ne-malih stanica te
kontrolne skupine zdravih ispitanika. Vrijednost ,,p“ odnosi s€ na rezultate statistickog

testiranja Mann Whitneyevim U testom. Statisti¢ka znacajnost vidljiva je kod parametra;

Cifra 21-1 (p=0,001), proGRP (p= 0,001), NSE (p= 0,024), CRP (p=10,001), Prealbumini (p=
0,001), Albumini (p= 0,001), Leukociti (p= 0,007);, Omjer N/L (p=0,001), Omjer T/L(p=
0,001).
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Tablica 4.55 Razlike izmedu ispitanika sa dijagnozom planocelularni ne-malih stanica i

kontrolne skupine za sve parametre

Parametar Skupina M N SD DK Medijan GK p
Cifra NSCLCPC | 9,90 40 20,86 1,75 3,40 7,89
<0,001
Kontrola 1,52 45 0,70 1,16 1,31 1,84
NSCLC PC 32,50 40 27,43 13,41 21,31 40,91
proGRP <0,001
Kontrola 15,41 45 9,92 9,21 13,25 22,42
NSCLC PC 12,46 41 12,42 7,59 8,78 12,34
NSE 0,024
Kontrola 7,54 45 3,48 4,47 7,39 10,26
NSCLC PC 29,63 41 38,90 4,00 11,00 30,20
CRP <0,001
Kontrola 1,44 45 1,08 0,85 1,15 1,80
NSCLC PC 64,48 40 23,82 53,10 57,81 62,70
HE4 0,109
Kontrola 98,99 45 87,69 53,79 64,10 107,30
NSCLC PC 2,24 40 0,66 1,86 2,09 2,44
PAR1 0,091
Kontrola 1,90 45 0,33 1,74 1,89 2,16
NSCLC PC 21,72 40 2,28 20,11 21,23 22,56
HIFlalpha 0,767
Kontrola 21,64 45 1,53 20,67 21,13 22,14
NSCLC PC 68,80 40 7,03 64,00 69,50 74,00
Uk proteini 0,889
Kontrola 68,88 45 3,90 68,00 69,00 71,00
) NSCLC PC 18,78 40 6,01 14,50 19,00 22,00
Prealbumin <0,00%
Kontrola 30,06 45 2,03 29,00 30,00 31,00
NSCLC PC 39,13 40 5,60 35,50 39,50 43,50
Albumin <0,001
Kontrola 43,82 45 3,40 41,00 44,00 46,00
- NSCLC PC 9,06 40 4,28 6,05 8,65 10,75
Leukociti <0,001
Kontrola 6,18 45 1,46 5,00 5,70 7,50
NSCLC PC 8,12 40 1,02 7,35 8,00 8,70
MPV 0,238
Kontrola 8,46 45 1,32 7,60 8,00 9,00
. NSCLC PC 4,73 40 5,22 2,24 3,77 5,65
Omijer N/L <0,001
Kontrola 1,84 45 1,07 1,04 1,72 2,38
NSCLC PC 193,3 40 116,7 115,0 168,2 241,1
Omjer T/L <0,001
Kontrola 124,11 45 45,99 78,50 122,22 162,50

Cyfra 21-1 -Citokeratinski fragment 1, proGRP -Pro-gastrin relaksirajuéi peptid, NSE -Neuron specifi¢na enolaza, CRP - C-
reaktivni protein, HE4 -Humani epididimalni protein, PAR1 -Proteaza aktivirani receptori, HIF1alpha -Hipoksijom inducirani
faktor -1 alfa, UP -Ukupni proteini, MPV -Prosje¢ni volumen trombocita, Omjer N/L -omjer neutrofil/limfociti, Omjer T/L -
Omjer trombociti/limfociti, N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna
vrijednost; Minimum/ maksimum-najniza i najviSa izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna

devijacija. U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.
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4.19. mikro RNA (miRNA)

U istrazivanju, analizirani su podaci za ukupno cetrdeset osam ispitanika, dvanaest u
skupini oboljelih s dijagnozom karcinoma malih stanica, ¢etrnaest oboljelih ispitanika S
dijagnozom karcinom planocelularni ne-malih stanica Cetrnaest oboljelih ispitanika s
dijagnozom karcinom planocelularni ne-malih stanica i osam zdravih ispitanika'u kontrolnoj
skupini (Mann-Whitney U test).

Tablica 4.56 prikazuje raspodjelu vrijednosti osamdeset i ¢etiri miRNA, njihove srednje
vrijednosti, medijan vrijednosti kao i najviSe i najmanje izmjerene vrijednosti za svaku pojedinu

miRNA.

Tablica 4.56 . Raspodjela vrijednosti miRNA

Naziv miRNA N [M SD Minimum | Maksimum | DK Medijan | GK
hsa-let-7a-5b 48 | 21.2 4.057 17.7 33.2 18.7 | 202 21.9
hsa-let-7b-5b 48 | 20.5 6.667 0.0 26.5 210 | 221 23.5
hsa-let-7c-5p 48 | 235 5.466 0.0 30.4 23.2° |124.0 25.4
hsa-let-7d-5p 48 |20.3 6.554 0.0 25.2 21.0 | 215 23.1
hsa-let-7e-5p 48| 22.2 6.073 0.0 38.2 21.3 | 222 23.6
hsa-let-7f-5p 48 | 20.9 2.112 18.1 26.3 195 | 205 214
hsa-let-7g-5p 48 | 19.3 4971 0.0 29:3 18.6 | 19.4 20.5
hsa-let-7i-5p 48 | 21.7 5.258 0.0 28.5 210 | 218 23.9
hsa-miR-1-3p 48 || 25.9 8.638 0.0 31.8 26.5 | 287 29.9
hsa-miR-100-5p 48 | 26.7 2.640 20.9 334 253 | 26.9 27.3
hsa-miR-101-3p 48 | 23.2 3.012 18.8 32.0 214 | 22.6 24.4
hsa-miR-122-5p 48 | 20.8 17.210 0.0 38.5 0.0 32.1 35.0
hsa-miR-124-3p 48 | 30.3 3.545 21.7 35.7 285 |30.2 329
hsa-miR-125a-5p 48 | 22.6 5.561 0.0 31.6 223 | 231 23.8
hsa-miR-125b-5p 48 | 27.1 2.846 23.7 33.9 254 | 26.3 27.6
hsa-miR-126-3p 48 | 21.5 6.010 0.0 328 19.7 | 211 22.7
hsa-miR-128-3p 48 | 234 5.832 0.0 29.8 231 | 241 25.8
hsa-miR-1291 48 | 27.0 8.745 0.0 33.6 278 | 29.5 30.9
hsa-miR-133a-3p 48 | 29.0 9.960 0.0 385 28.0 | 317 34.0
hsa-miR-133b 48 | 26.0 12.706 0.0 38.6 252 | 318 33.6
hsa-miR-137 48 | 20.6 16.115 0.0 39.5 0.0 27.1 34.7
hsa-miR-138-5p 48 | 27.7 9.529 0.0 34.8 276 | 313 333
hsa-miR-140-5p 48 | 24.2 3.473 17.3 34.4 224 | 238 25.7
hsa-miR-141-3p 48 | 25.3 9.389 0.0 38.0 240 | 281 30.4
hsa-miR-142-3p 48 | 19.6 7.256 0.0 30.2 18.1 | 1938 22.2
hsa-miR-143-3p 48 | 24.0 8.593 0.0 329 215 | 265 28.9
hsa-miR-145-5p 48 | 24.6 6.366 0.0 36.4 231 | 254 275
hsa-miR-146a-5p 48 | 21.2 5.475 0.0 29.9 211 | 221 22.6

85



hsa-miR-150-5p 48 | 16.8 4.854 0.0 29.3 159 | 16.3 17.6
hsa-miR-152-3p 48 | 24.1 7.779 0.0 311 250 | 25.8 26.7
hsa-miR-155-5p 48 | 23.5 0.834 22.1 24.9 229 | 234 23.9
hsa-miR-15a-5p 48 | 23.1 5.799 0.0 29.7 220 | 23.2 25.8
hsa-miR-16-5p 48 | 18.7 5.371 0.0 27.0 16.8 | 183 20.6
hsa-miR-181a-5p 48 | 135.9 | 543.048 0.0 2626.9 22.2 /1 23.2 24.9
hsa-miR-181b-5p 48 | 24.0 3.717 19.2 38.9 225 | 229 24.5
hsa-miR-185-5p 48 | 22.9 5.925 0.0 35.5 216 | 228 24.7
hsa-miR-192-5p 48 | 26.6 3.934 17.6 38.0 246 | 26.6 275
hsa-miR-193a-3p 48 | 25.1 12.118 0.0 37.8 264 | 29.8 31.7
hsa-miR-193b-3p 48 | 26.9 9.161 0.0 35.7 274 /| 29.7 31.3
hsa-miR-195-5p 48 | 17.7 6.396 0.0 26.5 16.7 | 18.2 20.2
hsa-miR-196b-5p 48 | 26.0 8.578 0.0 333 260 | 274 29.9
hsa-miR-200a-3p 48 | 26.0 12.325 0.0 33.9 29.0 | 30.8 32.8
hsa-miR-200b-3p 48 | 254 5.890 0.0 31.8 254 | 26.3 21.7
hsa-miR-200c-3p 48 | 24.9 5.694 0.0 31.3 249 | 257 26.8
hsa-miR-206 48 | 24.6 16.789 0.0 39.5 0.0 33.6 36.1
hsa-miR-211-5p 48 | 23.5 16.065 0.0 39.5 0.0 331 34.2
hsa-miR-214-3p 48 | 31.2 7.412 0.0 38.9 31.0 | 324 34.3
hsa-miR-215-5p 48 | 29.9 6.984 0.0 36.3 29.9 | 314 32.4
hsa-miR-216-5p 48 |30.0 12.078 0.0 39.5 325 | 333 35.9
hsa-miR-218-5p 48 (| 27.9 13.266 0.0 37.4 32.3 | 33.2 35.0
hsa-miR-223-3p 48 | 17.8 4.254 13.8 32.8 152 | 16.8 18.2
hsa-miR-22-3p 48 | 22.1 3.649 17.1 29.9 194 | 20.9 24.6
hsa-miR-23b-3p 48 |.20.5 6.662 0.0 27.1 211 | 22.0 22.9
hsa-miR-24-3p 48 | 18.7 6.315 0.0 27.2 18.8 | 195 21.0
hsa-miR-25-3p 48 | 20.6 5.278 0.0 30.3 19.6 | 20.7 21.9
hsa-miR-26a-5p 48 | 20.0 5.536 15.9 38.7 175 | 18.0 19.6
hsa-miR-26b-5p 48 | 20.5 4.981 16.2 35.1 18.3 | 18.8 19.8
hsa-miR-296-5p 48 | 28.3 2.255 24.2 33.6 26.8 | 28.7 29.7
hsa-miR-29a-3p 48 | 20.9 3.445 16.5 33.0 191 | 20.2 21.9
hsa-miR-29b-3p 48 | 20.6 4.886 0.0 26.0 205 | 211 21.7
hsa-miR-29c¢-3p 48 | 19.9 5.854 0.0 36.1 19.1 | 193 211
hsa-miR-30a-5p 48 | 23.6 4.069 19.3 34.3 212 | 22.0 25.0
hsa-miR-30c-5p 48 | 22.4 4.219 18.6 35.6 19.7 | 21.2 231
hsa-miR-335-5p 48 | 27.8 2.972 24.3 33.6 256 | 27.0 28.1
hsa-miR-34a-5p 48 | 27.8 7.500 0.0 38.2 27.2 | 293 30.7
hsa-miR-34b-3p 48 | 30.3 6.977 0.0 38.6 30.1 | 310 32.2
hsa-miR-34c-5p 48 | 23.1 15.853 0.0 39.0 0.0 30.6 33.1
hsa-miR-370-3p 48 | 26.9 3.467 17.9 31.9 249 | 26.5 29.6
hsa-miR-372-3p 48 | 18.2 18.042 0.0 38.7 0.0 22.6 36.1
hsa-miR-424-5p 48 | 22.1 7.480 0.0 30.0 21.7 | 235 24.9
hsa-miR-449a 48 | 30.9 7.513 0.0 38.8 305 | 323 34.3
hsa-miR-483-3p 48 | 31.1 8.398 0.0 38.3 311 | 331 35.3
hsa-miR-483-5p 48 | 29.1 10.555 0.0 39.2 27.2 | 331 351
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hsa-miR-486-5p 48 | 21.0 5.198 0.0 271.2 19.9 | 221 23.8
hsa-miR-497-5p 48 | 27.3 9.211 0.0 36.0 275 | 294 32.1
hsa-miR-502-5p 48 | 30.1 2.927 255 35.3 27.8 | 29.8 31.7
hsa-miR-517b-3p 48 | 11.6 16.493 0.0 38.8 0.0 0.0 30.6
hsa-miR-520f-3p 48 | 274 14.939 0.0 39.1 30.0 | 344 36.7
hsa-miR-542-5p 48 | 28.2 9.212 0.0 35.5 28.6 /| 30.2 325
hsa-miR-622 48 | 29.4 9.545 0.0 37.4 305 | 31.6 33.5
hsa-miR-7-5p 48 | 25.2 3.426 20.5 34.0 23.2 | 243 26.2
hsa-miR-96-5p 48 | 254 10.747 0.0 38.5 251 | 28.3 31.6
hsa-miR-99a-5p 48 | 25.8 8.646 0.0 345 26.7 | 27.7 28.3
hsa-miR-96-5p (2) 48 | 225 7.316 0.0 30.5 235 /] 24.1 255
N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna vrijednost; Minimum/

maksimum-najniza i najvisa izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija.

Tablica 4.57 prikazuje statisticku znacajnost (Kruskal-Wallis ) i jac¢inu (veli¢inu) u¢inka

(engl. effect size, £?) povezanosti izmedu razina miRNA . Analizirani su podaci.za ukupno:

dvanaest oboljelih ispitanika prema dijagnozi karcinom malih stanica, Cetrnaest oboljelih

ispitanika prema dijagnozi adenokarcinomi ne-malih stanica, Cetrnaest oboljelih ispitanika

prema dijagnozi planocelularni karcinomi ne-malih staniaca‘te osam zdravih ispitanika u

kontrolnoj skupini.

Tablica 4.57.Statisticka znacajnost i ja¢ina u¢inka za miRNA

miRNA p & miRNA P &

hsa-let-7a-5b 0,443 0,122 hsa-miR-196b-5p | 0,542 0,098
hsa-let-7b-5b 0,290 0,170 hsa-miR-200a-3p | 0,461 0,117
hsa-let-7¢c-5p 0,188 0,218 hsa-miR-200b-3p | 0,759 0,053
hsa-let-7d-5p 0,424 0,127 hsa-miR-200c-3p | 0,662 0,072
hsa-let-7e-5p 0,039 0,333 hsa-miR-206 0,943 0,018
hsa-let-7f-5p 0,582 0,089 hsa-miR-211-5p | 0,667 0,071
hsa-let-7g-5p 0,115 0,270 hsa-miR-214-3p 0,092 0,293
hsa-let-7i-5p 0,485 0,111 hsa-miR-215-5p | 0,340 0,152
hsa-miR-1-3p 0,388 0,137 hsa-miR-216-5p | 0,162 0,233
hsa-miR-100-5p | 0,392 0,136 hsa-miR-218-5p | 0,664 0,072
hsa-miR-101-3p | 0,044 0,324 hsa-miR-223-3p | 0,259 0,183
hsa-miR-122-5p | 0,096 0,289 hsa-miR-22-3p 0,185 0,219
hsa-miR-124-3p | 0,007 0,547 hsa-miR-23b-3p | 0,561 0,093
hsa-miR-125a-5p | 0,703 0,064 hsa-miR-24-3p 0,700 0,065
hsa-miR-125b-5p | 0,146 0,245 hsa-miR-25-3p 0,956 0,015
hsa-miR-126-3p | 0,327 0,157 hsa-miR-26a-5p | 0,087 0,299
hsa-miR-128-3p | 0,416 0,129 hsa-miR-26b-5p | 0,669 0,071
hsa-miR-1291 0,261 0,182 hsa-miR-296-5p | 0,071 0,300
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miRNA p g’ miRNA p g
hsa-miR-133a-3p | 0,836 0,039 hsa-miR-29a-3p | 0,053 0,349
hsa-miR-133b 0,169 0,229 hsa-miR-29b-3p | 0,500 0,107
hsa-miR-137 0,757 0,054 hsa-miR-29¢-3p | 0,049 0,357
hsa-miR-138-5p | 0,431 0,125 hsa-miR-30a-5p | 0,083 0,304
hsa-miR-140-5p | 0,147 0,243 hsa-miR-30c-5p | 0,167 0,230
hsa-miR-141-3p | 0,541 0,098 hsa-miR-335-5p | 0,315 0,161
hsa-miR-142-3p | 0,274 0,177 hsa-miR-34a-5p | 0,057 0,304
hsa-miR-143-3p | 0,735 0,058 hsa-miR-34b-3p | 0,802 0,045
hsa-miR-145-5p 0,301 0,166 hsa-miR-34¢-5p 0,241 0,191
hsa-miR-146a-5p | 0,377 0,141 hsa-miR-370-3p | 0,148 0,243
hsa-miR-150-5p | 0,146 0,244 hsa-miR-372-3p | 0,394 0,136
hsa-miR-152-3p | 0,925 0,021 hsa-miR-424-5p | 0,455 0,119
hsa-miR-155-5p | 0,228 0,197 hsa-miR-449a 0,547 0,097
hsa-miR-15a-5p | 0,205 0,209 hsa-miR-483-3p | 0,978 0,009
hsa-miR-16-5p 0,241 0,191 hsa-miR-483-5p | 0,729 0,059
hsa-miR-181a-5p | 0,676 0,069 hsa-miR-486-5p | 0,034 0,393
hsa-miR-181b-5p | 0,168 0,230 hsa-miR-497-5p | 0,518 0,103
hsa-miR-185-5p | 0,760 0,053 hsa-miR-502-5p | 0,051 0,323
hsa-miR-192-5p | 0,608 0,083 hsa-miR-517b-3p | 0,133 0,255
hsa-miR-193a-3p | 0,049 0,357 hsa-miR-520f-3p | 0,826 0,041
hsa-miR-193b-3p | 0,203 0,209 hsa-miR-542-5p | 0,037 0,386
hsa-miR-542-5p | 0,037 0,386 hsa-miR-195-5p | 0,091 0,296
hsa-miR-622 0,975 0,010

hsa-miR-7-5p 0,131 0,256

hsa-miR-96-5p 0,087 0,298

hsa-miR-99a-5p 0,442 0,122

hsa-miR-96-5p (2) | 0,984 0,007

U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.
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Tablica 4.58. Raspodjela vrijednosti miRNA prema dijagnozi za vrijednosti sa statistickom

znacajnos$cu iz tablice 4.53

Dg N | M SD Minimum Maksimum DK Medijan GK
Malih stanica | 12 | 27,9 | 1,821 26,2 30,8 26,52.+.27,7 28,8
. NSCLC-AC 14 | 29,1 | 1,339 27 31 28,48 | 29,2 29,7
hsa-miR-124-3p
NSCLC-PC 14 | 33,7 | 2,151 30,2 35,7 32,43 /| 34,2 35,3
Kontrola 8 299 |5,785 21,7 35,1 28,39 | 314 32,9
Malih stanica | 12 | 23,3 | 11,543 |0 30,6 26,25 | 27,5 28,3
. NSCLC-AC 14 | 28,8 | 2,267 24,8 31,2 28,03 | 29,4 30,2
hsa-miR-193a-3p
NSCLC-PC 14 | 18,7 | 17645 |0 37,8 0 30,1 31,4
Kontrola 8 | 334 | 1476 32,2 35,5 32,48 | 32,9 33,8
Malih stanica 12 | 19,3 | 2,278 15,8 22,7 18,49 | 194 20,2
. NSCLC-AC 14 | 16,4 | 8,074 0 20,9 18,82 | 19,2 20
hsa-miR-29¢c-3p
NSCLC-PC 14 | 24 5,883 19,2 36,1 20,45 | 21,9 24,9
Kontrola 8 |19 0,346 18,5 19,3 18,97 | 19,2 19,2
Malih stanica | 12 | 21,2 | 2,634 17,7 25,3 19,99 | 20,6 22,4
. NSCLC-AC 14 | 16,6 | 8,237 0 22,1 18,64 | 19,3 20,2
hsa-miR-486-5p
NSCLC-PC 14 | 23,2 | 2,602 19,9 27,2 21,39 | 23,7 24,5
Kontrola 8 | 234 | 1,484 22,1 25,1 22,21 | 233 24,5
Malih stanica | 12 | 29,7 | 2,558 27,1 34,1 28 29,1 30,6
hsa-miR-542-5p NSCLC-AC 14 | 20 15,668 |0 33,8 6,79 28,1 29,9
NSCLC-PC 14 | 32,7 | 2,111 30 35,5 30,92 |33 34,3
Kontrola 8 |.305 | 1,117 29,6 32 29,62 | 30,1 31

NSCLC_AC -Adenokarcinomi ne-malih stanica, NSCLC PC -planocelularni karcinom ne- malih stanica, Dg -

dijagnoza, N<broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% IP-interval pouzdanosti; medijan = medijalna vrijednost;

Minimum/ maksimum-najniza i najvi$a izmjerena vrijednost, DK/GK-donji i-gornji kvartil; SD-standardna devijacija
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Tablica 4.58. Raspodjela vrijednosti miRNA prema dijagnozi za vrijednosti sa statistickom

znacajnoscu iz tablice 4.53. (nastavak iz prethodne stranice)

Dg N M SD Minimum Maksimum | DK Medijan | GK
Malih stanica | 12 21,7 | 2,316 18,4 25,5 21,0 21,4 22,2
NSCLC-AC | 14 18,2 | 8,932 0,0 23,2 20,9 21,3 22,1
hsa-let-7e-5p
NSCLC-PC 14 | 253 | 5,914 21,3 38,2 21,7 23,6 25,3
Kontrola 8 23,6 | 0,509 23,0 24,3 23,4 23,5 23,8
Malih stanica | 12 19,8 | 1,927 16,5 22,1 19,2 20,2 20,6
. NSCLC-AC (14 209 | 2443 18,9 25,3 19,2 20,0 21,5
hsa-miR-29a-3p
NSCLC-PC 14 | 23,4 | 4,646 19,2 33,0 20,9 22,1 23,8
Kontrola 8 18,2 | 1,192 17,2 19,4 17,2 18,2 19,2
Malih stanica | 12 21,9 | 2,460 18,8 25,7 20,3 21,8 23,0
) NSCLC-AC |14 | 21,7 | 1,659 19,9 24,3 20,5 21,4 22,5
hsa-miR-101-3p
NSCLC-PC 14 | 25,7 | 3,667 22,0 32,0 22,5 26,5 27,3
Kontrola 8 23,1 | 1,479 21,5 24,4 22,1 23,3 24,4
Malih stanica | 12 18,0 | 3,716 14,7 251 16,1 16,9 18,0
. NSCLC-AC | 14 14,8 | 7,348 0,0 19,6 16,6 17,0 18,3
hsa-miR-195-5p
NSCLC-PC 14 18,4 | 8,908 0,0 26,5 17,4 19,6 24,1
Kontrola 8 20,4 | 0,652 19,9 21,3 20,0 20,2 20,6
Malih stanica | 12 28,0 | 2,727 25,5 33,3 26,8 27,3 27,9
. NSCLC-AC |14 29,8 | 2,857 27,6 35,3 28,1 28,9 29,8
hsa-miR-502-5p
NSCLC-PC 14 1316 | 3,249 27,3 35,2 29,1 31,3 34,5
Kontrola 8 30,9 |0,895 30,2 32,1 30,2 30,7 31,3

NSCLC AC"-Adenokarcinomi<ne-malih stanica, NSCLC PC =planocelularni karcinom ne- malih stanica, Dg -
dijagnoza, N-broj ispitanika; M-srednja vrijednost; -/+95% <P-interval pouzdanosti; medijan = medijalna vrijednost;

Minimum/ maksimum-najniza i najvisa izmjerena vrijednost; DK/GK-donji i gornji kvartil; SD-standardna devijacija

U tablicama koje slijede, prikazani su rezultati visestrukih usporedbi miRNA, koje su
pokazale statisticku znacajnost iz prethodnih analiza (hsa-miR-29a-3p, hsa-miR-29c-3p, hsa-miR-
193a-3p, hsa-miR-486-5p, hsa-miR-542-5p, hsa-miR-7e-5p, hsa-miR-124-3p, hsa-miR-101-3p, hsa-
miR-502-5p, hsa-miR-34a-5p, hsa-miR-96<5p, hsa-miR-195-5p, hsa-miR-296-5p) izmedu skupina
oboljelih ispitanika s dijagnozama: karcinomi malih stanica, karcinomi planocelularni ne-malih
stanica i karcinomi planocelularni ne-malih stanica te zdravih ispitanika u kontrolnoj skupini.
Skupine su usporedivane prema medijan vrijednosti za analiziranu miRNA (Kruskal-Wallis
test).
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Tablica 4.59 prikazuje statisticku znacajnost hsa-miR-29a-3p izmedu skupine oboljelih
ispitanika s dijagnozom karcinoma planocelularni ne-malih stanica u usporedbi s ispitanicima

iz kontrolne skupine (p=0,066).

Tablica 4.59. Testovi visestrukih usporedbi hsa-miR-29a-3p u razinama premadijagnozi

Dijagnoza 1 2 3 9

1 Karcinomi malih stanica 0,991 0,395 0,576
2 Adenokarcinomi ne-malih stanica 0,380 0,430
3 Planocelularni ne-malih stanica 0,066
9 kontrola

1 -karcinom malih stanica, 2 -adenokarcinomi ne-malih stanica, 3 -Karcinom ne-malih stanica planocelularni, 4 karcinom ne-
malih stanica nediferencirani, 5 -karcinomi van pluénog sijela, 6= karcinomi s metastazama, 7- neuroendokrini karcinomi, 8 -

ostali , 9 -kontrolna skupina. U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.

Tablica 4.60 prikazuje statisticku znaéajnost hsa-miR-29c-3p izmedu skupine oboljelih
ispitanika s dijagnozom karcinoma planocelularni ne-malih stanica i adenokarcinoma ne-malih
stanica (p=0,061). U ostalim skupinama nema statisticke zna€ajnosti prema dijagnozama i

kontrolnoj skupini ispitanika.

Tablica 4.60. Testovi visestrukih usporedbi hsa-miR- 29¢c-3p u razinama prema dijagnozi

Dijagnoza 1 2 3 9

1 Karcinomi malih stanica 1,000 0,246 0,974
2 Adenokarcinomi ne-malih stanica 0,061 0,997
3 Planocelularni ne-malih stanica 0,105
9 Kontrola

1 -karcinom malih stanica, 2 -adenokarcinomi ne-malih stanica, 3 -karcinom ne-malih stanica planocelularni, 4 karcinom ne-
malih stanica nediferencirani, 5 -karcinomi van pluénog sijela, 6 - karcinomi s metastazama, 7- neuroendokrini karcinomi, 8 -

ostali , 9 -kontrolna skupina. U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.
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Tablica 4.61 prikazuje statisticku znacajnost hsa-miR-193a-3p izmedu skupine oboljelih

ispitanika s dijagnozom karcinoma malih stanica u usporedbi s ispitanicima iz
kontrolne skupine (p=0,051).

Tablica 4.61. Testovi visestrukih usporedbi hsa-miR-193a-3p u razinama prema dijagnozi

Dijagnoza 1 2 3 9

1 Karcinomi malih stanica 0,749 1,000 0,051
2 Adenokarcinomi ne-malih stanica 1,000 0,040
3 Planocelularni ne-malih stanica 0,315
9 Kontrola

1 -karcinom malih stanica, 2 -adenokarcinomi ne-malih stanica, 3.-karcinom ne-malih stanica planocelularni, 4 karcinom ne-
malih stanica nediferencirani, 5 -karcinomi van pluénog sijela, 6 - karcinomi s metastazama, 7- neuroendokrini karcinomi, 8 -

ostali , 9 -kontrolna skupina. U tablici su dobivene statisti¢ke razlike istaknute drugom bojom.

Tablica 4.62 prikazuje statisticku znacajnoest hsa-miR-486-5p izmedu skupine oboljelih
ispitanika s dijagnozom adenokarcinomi ne-malih stanica u usporedbi s kontralnom skupinom
zdravih ispitanika (p=0,040). Razlike postoje i izmedu skupina oboljelih ispitanika

adenokarcinomi ne-malih stanica i planocelularni karcinom ne-malih stanica (p=0,061).

Tablica 4.62. Testovi viSestrukih usporedbi hsa-miR-486-5p U razinama prema dijagnozi

Dijagnoza 1 2 3 9

1 Karcinomi malih stanica 0,572 0,749 0,576
2 Adenokarcinomi ne-malih stanica 0,061 0,040
3 Planocelularni ne-malih stanica 0,997
9 Kontrola

1 -karcinom malih stanica, 2 -adenokarcinomi ne-malih stanica, 3 -karcinom ne-malih stanica planocelularni, 9 -kontrolna

skupina. U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.
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Tablica 4.63 prikazuje statisticku znacajnost hsa-miR-542-5p izmedu skupine oboljelih
ispitanika s dijagnozom karcinoma planocelularni ne-malih stanica i adenokarcinoma ne-
malih stanica (p=0,060 ). U ostalim skupinama nema statisticke znacajnosti prema

dijagnozama i kontrolnoj skupini ispitanika

Tablica 4.63. Testovi viSestrukih usporedbi hsa-miR- 542-5p u razinama prema dijagnozi

Dijagnoza 1 2 3 9

1 Karcinomi malih stanica 0,748 0,139 0,919
2 Adenokarcinomi ne-malih stanica 0,060 0,428
3 Planocelularni ne-malih stanica 0,232
9 Kontrola

1 -karcinom malih stanica, 2 -adenokarcinomi ne-malih stanica, 3 -karcinom ne-malih stanica planocelularni, 9 -kontrolna

skupina. U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.

Tablica 4.64 prikazuje statistiCku znacajnost hsa-miR-7e-5p izmedu skupine.oboljelih
ispitanika s dijagnozom adenokarcinomi ne-malih stanica u usporedbi s ispitanicima iz

kontrolne skupine (p=0,066)

Tablica 4.64. Testovi viSestrukih usporedbi hsa-miR-7e-5p U razinama prema dijagnozi

Dijagnoza 1 2 3 9

1 Karcinomi malih stanica 0,940 0.395 0,327
2 Adenokarcinomi ne-malih stanica 0.150 0.066
3 Planocelularni ne-malih stanica 1.00
9 Kontrola

1 -karcinom malih stanica, 2 -adenokarcinomi ne-malih stanica, 3 -karcinom ne-malih stanica planocelularni, 9 -kontrolna

skupina. U tablici su dobivene statisti¢ke razlike istaknute drugom bojom.
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Tablica 4.65 prikazuje analizu za hsa-miR-124-3p izmedu skupine oboljelih ispitanika s

dijagnozama karcinoma i kontrolne skupine zdravih ispitanika koja nije pokazala znacajnost

izmedu skupinama.

Tablica 4.65. Testovi visestrukih usporedbi hsa-miR-124-3p u razinama prema dijagnozi

Dijagnoza 2 3 9

1 Karcinomi malih stanica 0,316 0,022 0,710
2 Adenokarcinomi ne-malih stanica 0,021 0,780
3 Planocelularni ne-malih stanica 0,548

9 Kontrola

1 -karcinom malih stanica, 2 -adenokarcinomi ne-malih stanica, 3 -karcinom ne-malih stanica planocelularni,

9 -kontrolna skupina.

Tablica 4.66 prikazuje statisticku znacajnost hsa-miR-101-3p izmedu skupine. oboljelih

ispitanika s dijagnozom adenokarcinomane -malih stanica u usporedbi s kontrolnom skupinom

(p=0,061). U ostalim skupinama nema statisticke znacajnosti prema dijagnozama i kontrolnoj

skupini ispitanika.

Tablica 4.66. Testovi viSestrukih usporedbi hsa-miR-101-3p u.razinama prema dijagnozi

Dijagnoza 2 3 9

1 Karcinomi malih stanica 0,999 0,246 0,829
2 Adenokarcinomi ne-malih stanica 0,061 0,232
3 Planocelularni ne-malih stanica 0,668

9 Kontrola

1 -karcinom malih stanica, 2 -adenokarcinomi ne-malih stanica, 3 -karcinom ne-malih stanica planocelularni, 9 -kontrolna

skupina. U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.
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Tablica 4.67 prikazuje analizu za hsa-miR-502-5p izmedu skupine oboljelih ispitanika s

dijagnozama karcinoma i kontrolne skupine zdravih ispitanika koja nije pokazala znac¢ajnost

izmedu skupinama.

Tablica 4.67. Testovi visestrukih usporedbi hsa-miR-502-5p u razinama prema dijagnozi

Dijagnoza 2 3 9

1 Karcinomi malih stanica 0,246 0,139 0,829
2 Adenokarcinomi ne-malih stanica 0,618 0,232
3 Planocelularni ne-malih stanica 0,997

9 Kontrola

1 -karcinom malih stanica, 2 -adenokarcinomi ne-malih stanica, 3 <karcinom ne-malih stanica planocelularni,

9 -kontrolna skupina.

Tablica 4.68 prikazuje analizu za hsa-miR-34a-5p izmedu skupine oboljelih dispitanika s

dijagnozama karcinoma i kontrolne skupine zdravih ispitanika koja nije pokazala znacajnost

izmedu skupinama.

Tablica 4.68. Testovi visestrukih usporedbi hsa-miR-34a-5p u razinama prema dijagnozi

Dijagnoza 2 3 9

1 Karcinomi malih stanica 0,973 0,316 0,576
2 Adenokarcinomi ne-malih stanica 0,612 0,430
3 Planocelularni ne-malih stanica 0,668

9 Kontrola

1 -karcinom malih stanica; 2 -adenokarcinomi ne-malih stanica, 3.-karcinom ne-malih stanica planocelularni, 9 -kontrolna

skupina.
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Tablica 4.69 prikazuje statistiCku znacajnost hsa-miR-96-5p izmedu skupine oboljelih ispitanika
s dijagnozom adenokarcinoma ne —malih stanica u usporedbi s kontrolnom skupinom
(p=0,040). U ostalim skupinama nema statisticke znacajnosti prema dijagnozama i kontrolnoj

skupini ispitanika.

Tablica 4.69. Testovi visestrukih usporedbi hsa-miR-96-5p u razinama prema dijagnozi

Dijagnoza 1 2 3 9

1 Karcinomi malih stanica 0,8263 0,662 0,576
2 Adenokarcinomi ne-malih stanica 0;3761 0,040
3 Planocelularni ne-malih stanica 0,981
9 Kontrola

1 -karcinom malih stanica, 2 -adenokarcinomi ne-malih stanica, 3 -karcinom ne-malih stanica planocelularni, 9 -kontrolna

skupina. U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.

Tablica 4.70 prikazuje statisticku znacajnost hsa-miR-195-5p izmedu skupine oboljelih
ispitanika s dijagnozom adenokarcinoma ne —malih stanica u usporedbi s kontrolnom
skupinom (p=0,040 ). U ostalim skupinama nema statisticke znacajnosti prema dijagnozama i

kontrolnoj skupini ispitanika.

Tablica 4.70. Testovi viSestrukih usporedbi hsa-miR-195-5p U razinama prema dijagnozi

Dijagnoza 1 2 3 9

1 Karcinomi malih stanica 0,999 0,662 0,320
2 Adenokarcinomi ne-malih stanica 0,277 0,040
3 Planocelularni ne-malih stanica 0,981
9 Kontrola

1 -karcinom malih stanica, 2 -adenokarcinomi ne-malih stanica, 3 -karcinom ne-malih stanica planocelularni, 9 -kontrolna

skupina. U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.
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Tablica 4.71 prikazuje statistiCku znacajnost hsa-miR-296-5p izmedu skupine oboljelih

ispitanika s dijagnozom adenokarcinoma ne —malih stanica u usporedbi s kontrolnom skupinom

(p=0,040). U ostalim skupinama nema statisticke znacajnosti izmedu skupina i kontrolne

skupine ispitanika.

Tablica 4.71. Testovi visestrukih usporedbi hsa-miR-296-5p u razinama prema dijagnozi

Dijagnoza 2 3 9

1 Karcinomi malih stanica 0,572 0,940 0,442
2 Adenokarcinomi ne-malih stanica 0,380 0,040
3 Planocelularni ne-malih stanica 0,941

9 Kontrola

1 -karcinom malih stanica, 2 -adenokarcinomi ne-malih stanica, 3 -karcinom ne-malih stanica planocelularni, 9 -kontrolna

skupina. U tablici su dobivene statisticke razlike istaknute drugom bojom.
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5.RASPRAVA

Karcinom pluéa razvija se kao posljedica slozenog medudjelovanja faktora okelisa,
zivotnih navika i gena. Istrazivanjem se Zeljela ispitati dijagnosticka osjetljivost i specificnost
potencijalnih biobiomarkera karcinoma pluca kod razli¢itih tipova i usporediti ih s onima koji
se danas Kkoriste u dijagnostici (70). Potencijalni serumski biomarkeri HE4, PARL i proGRP
odabrani su za istrazivanje jer sudjeluju u tumorskoj genezi i zbog njihove pojavnosti kod
razli¢itih vrsta karcinoma. Serumski biomarker HE4 Koristi se kao biomarker za dijagnozu
karcinoma jajnika i endometrija, sudjeluje i u regulaciji proliferacije stanice karcinoma,
migraciji i osjetljivosti na lijekove (71,96). Posto taj glikolizirani protein pripada WFDC grupi
gena koji se nalazi na 20. kromosomu, u segmentu koji se ¢esto pojacava i u mnogim drugim
vrstama karcinoma (dojke, jajnika, debelog crijeva, guSterace i pluca), Zeljeli smo istraZiti
njegova vrijednost u ispitanika s karcinomom pluca.Protein proteaza aktivirani receptori
ukljucen je u istrazivanje jer su njegove povisene vrijednosti nadene kod razlicitih vrsta
karcinoma §to potvrduje pretpostavke da osim u normalnim bioleskim funkcijama sudjeluje i
u tumorskoj genezi (97)« Pro-gastrin oslobadajuci peptid odabran je za istrazivanje kao novi
biobiomarker u dijagnostici karcinoma pluca jer jos nije usao u §iru svakodnevnu klinicku
praksu zbog nedovoljno podataka o njegovoj osjetljivosti i specifiénosti u klinickoj praksi.
Ovim istrazivanjem Zeljelo se dodatno istrazitinjegova korelacija s ostalim biomarkerima i

dijagnostickim parametrima.

5.1. Upala kod karcinoma pluca

Visegodisnja istraZivanja karcinoma pluc¢a, ukazuju na prisutnost upale kod oboljelih
ve¢ u ranoj fazi bolesti. Krvni biomarkeri upale poviseni su kod pacijenata koji boluju od
karcinoma i mogu biti dijagnosti¢ki biomarker nespecifi¢ne upalne reakcije koja je posljedica
tumorskih procesa. U istrazivanju su ispitani upalni parametri CRP, broj leukocita i njihovi
omjeri u cilju utvrdivanja korelacije upalnih i tumorskih procesa kod ispitanika s
karcinomima pluca. Povisene vrijednosti CRP-a na pocetku lijecenja imali su ispitanici u svim
grupama u odnosu na kontrolnu skupinu zdravih ispitanika $to je vidljivo u tablicama 4.22,

4.23 §to rezultira p= <0,001(Kruskal-Wallis). Dobiveni rezultati potvrduju i dosadasnja
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istrazivanja (98) da je CRP poviSen u ranoj fazi bolesti. Rezultati su u skladu s dvogodi$njim
istrazivanjem Mc Donald i suradnika (99) koji su utvrdili da je CRP jedan od prvih
pokazatelja tumorskog procesa i da s najmanje jednim simptomom karcinoma pluca povecava
vjerojatnost nastanka bolesti za Cetiri puta. Vrlo visoka specifi¢nost ovog testa u dijagnostici
karcinoma pluca potvrdena je i u ovom istrazivanju (tablica 4.25 ). Upalni proces koji se
javlja tijekom razvoja karcinoma pluca Cesto je pracen s leukocitozom i abnormalnostima u
njihovim odnosima §to je potvrdilo i ovo istrazivanje. Statisticki zna€ajan porast CRP-a u
pocetnoj fazi bolesti popracen je blazom leukocitozom koja je vidljiva u grupi
adenokarcinoma tablica (4.42) §to rezultira p= 0,001 (Kruskal-Wallis). Veza izmedu upale i
karcinoma jo$ uvijek nije sasvim jasna a eksperimentalne studije ukazuju da tumorske stanice
proizvode razne citokine koji privlace razne vrste leukocita 1 potic¢u ih na lucenje interleukina
(IL) i interferona koji aktiviraju porast reaktanta akutne faze u cirkulaciji, kao §to je CRP
(100,101). Tumorske stanice luce i razli¢ite kemokine koji privlace upalne stanice neutrofile,
limfocite, monocite koji stvaraju povoljno mikrookruzenje, a koje pogoduje rastu tumora i
aktivaciji angiogeneze. Hipoksija ili nekroza posljedi¢no dovode do neravnoteze izmedu
neutrofila 1 limfocita $to je vidljivo i u ovomiistrazivanju. PoviSene vrijédnosti omjera NRL
prisutne su kod ispitanika u svim patohistoloskim vrstama karcinoma pluca i statisticki se
znacajno razlikuju od.omjera s zdravom kontrolnom skupinom tablice (4,48 i 4.49). Dobiveni
rezultati ovog istrazivanja potvrduju i ranija istrazivanja da su omjeri neutrofila i limfocita
dobri biomarkeri za pracenje upalnog odgovora dok nevija istrazivanja upucuju i na
povezanost progresije tumorskog rasta, prognozom i ishodom bolesti (102-108). Osim
leukocita, vaznu ulogu u upali imaju i trombociti jer sudjeluju u imunoloskom odgovoru i
obnovi tkiva. Osim njihove pozitivne uloge u imunoloskom odgovoru, trombociti putem
citokina 1 endotelnog faktora rasta (VEGF, engl. vascular endothelial growth factor) aktivno
sudjeluju u tumorogenezi pojac¢avajuéi angiogenezu, a time i rast tumora. Tumorske stanice
pak luce ¢imbenike koji zadrzavaju trombocite i tako Stite svoje okruzenje i poticu
proliferaciju i epitelno-mezenhimalnu.tranziciju (109). Reaktivni odgovor organizma na tako
promijenjene fizioloSke mehanizme je trombocitoza koja je Cesta kod bolesnika s karcinomom
pluca. Prosjecni volumen trombocita - MPV (engl. Mean Platelet Volume) je test koji govori
o veli¢ini trombocita, njihovoj funkcionalnosti, gubitku i stvaranju u kostanoj srzi i obrnuto je
proporcionalan s brojem trombocita i mijenja se u razli¢itim bolestima.(108) U nasem
istrazivanju nisu nadene razlike MPV-a izmedu ispitanika s karcinomima pluca i zdrave
kontrolne skupine (tablica 4.46) sto se poklapa s ranijim istrazivanjima (Karagozi i sur. 2009,

i Kemal i sur, 2014), (109,112). Literaturni podaci ukazuju na razlike u rezultatima MPV
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razlicitih studija Sto autori povezuju sa stadijem bolesti. Raniji stadiji bolesti ukazuju na
snizeni MPV zbog aktivacije koStane srzi i pojac¢ane proizvodnje trombocita, dok se razvojem
bolesti uslijed velike potrosnje MPV, povecava jer kosStana srz u cirkulaciju izbacuje velike
trombocite (makrotrombocite ) (101-107). Osim ve¢ spomenutih odnosa NRL i MPV zeljeli
smo istraziti odnose omjera trombocita i limfocita (PRL; eng. plateleto-lymphocyte ratio )
izmedu bolesnika s karcinomom pluca i zdravih ispitanika te potvrditi rezultate nasih
prethodnih istrazivanja Nikoli¢ i sur. (107). Ovo istrazivanje nije potvrdilo rezultate vec¢
spomenutog istrazivanja jer znacajne statisticke razlike u omjeru PRL vidljive su samo u
grupi karcinoma ne-malih stanica -planocelularni naspram zdrave kontrolne skupine (tablica
4.5114.52) dok su Nikoli¢ i sur. u svim patohistoloskim skupinama karcinoma ukazali na
statisticku znacajnost. Dobivene razlike se mogu tumaciti u probiru ispitanika izmedu dva
istrazivanja kao i1 ve¢em broju ispitanika. U retrospektivnom istrazivanju (Nikoli¢ i sur.) usli
su svi ispitanici s potvrdenom dijagnozom neovisno o stadiju bolesti, za razliku od ovoga
istrazivanja u kojem su bili ukljuéenidispitanici u pocetnoj fazi bolesti i prije provedbe
terapeutskih postupaka. Unato¢ razlikama dobiveni rezultati ovog istrazivanju potvrdili su
nasa oc¢ekivanja da bi omjeri NRL 1 PRL mogli biti korisni u dijagnostici karcinoma pluc¢a a

MPV ukazuje na prognosticku ulogu (108-112).

5.2. Albumini i prealbumini

Albumini kao najzastupljeniji proteini plazme sudjeluju u brojnim vaznim fizioloskim
funkcijama.ali su i negativni protein akutne faze upale: U reakeiji akutne faze njihove
koncentracije padaju zbog smanjene sinteze pod utjecajem IL-6 i redistribucije u
medustani¢nu teku¢inu uslijed povecane propusnosti kapilara i pove¢anog katabolizma u
stanicama (113,114). Kako je upala prisutna kod karcinoma pluca stimulira proliferaciju
stanica karcinoma i angiogenezu, zeljeli smo istraziti dijagnosti¢ku vrijednost albumina i
prealbumina kod svih tipova karcinoma pluca i njihovu korelaciju s drugim biomarkerima
upale koje smo uvrstili u naSe istrazivanje. Dosadas$nja istrazivanja ukazuju da snizene razine
albumina prate razne vrste karcinoma §to je vjerojatno zbog narusene ravnotezZe izmedu
tkivnih bjelancevina i bjelancevina plazme. Stanice karcinoma veliki su potrosaci
aminokiselina pa se nadoknaduju iz drugih tkiva i time narusavaju reverzibilnu ravnotezu

bjelanc¢evina u plazmi i tkivima (115). Rezultati naseg istraZzivanja ukazuju na sniZzene
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vrijednosti albumina u svim grupama u odnosu na kontrolnu skupinu zdravih ispitanika $to je
vidljivo u tablici 4.39. Rezultati su u skladu i s drugim istrazivanjima naroc€ito Fusun i sur.
(116) koji su takoder istrazivali povezanost albumina s ostalim upalnim biomarkerima kod
ispitanika s karcinomima pluca i potvrdili sniZene vrijednosti toga proteina. U retrospektivno
kohortnoj studiji Merriel i sur. (117), pratili su incidenciju karcinoma u skupini pacijenata s
normalnim u odnosu na skupinu sa snizenim vrijednostima albumina u razdoblju od 12
mjeseci. Utvrdili su statisti¢ki znacajno povecanu pojavu karcinoma u skupini osoba s
hipoalbuminemijom .Osim albumina, kod razli€itih vrsta karcinoma ¢esto su snizeni 1
prealbumini kao osjetljiv pokazatelj razli€itih patofizioloskih stanja jer ukazuju na sintezu i
izluCivanje proteina u jetri. Zbog toga odredivanje serumskih proteina moze ukazati na rano
ostecenje jetre i moze biti prognosticki ¢imbenik nekih patofizioloskih stanja (118). Tako se
npr. prealbumini koriste kao biomarker za predvidanje infekcijskih komplikacija kod
operacija gastroenteroloSkog trakta (119), rizi¢ni ¢imbenik za recidiv kolorektalnog
karcinoma (120), prognosticki biomarker kod karcinoma plu¢a ne- malih stanica (121). Oni su
korisni biomarkeri i za utvrdivanje nutricijskog stanja kod onkoloskih bolesnika jer neizravno
utjeCu na prognozu i uspjesnost lijecenja (122,123). Rezultati Hu Leo i suradnika (124)
utvrdili su znacajno sniZenje prealbumina kod pacijenata s tuberkulozom i karcinomom pluc¢a
Sto je takoder u skladu s naSim rezultatima. U naSem istrazivanju utvrdena je znacajna razlika
izmedu pacijenata oboljelih od karcinoma pluca i kontrolne skupine (tablice 4.36 i 4.37), te je
utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu razli¢itih tipova karcinoma. Prema podacima iz
literature, vidljivo je da su istrazivanja usmjerena-uglavnom na prognosti¢ku vaznost
prealbumina i.albumina kod karcinoma dok nasi rezultati ukazuju da su oni korisni parametri i

u ranom otkrivanju karcinoma pluca.
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5.3. Tumorski biomarkeri karcinoma pluca

U Kklinic¢koj praksi za karcinome pluca koriste se tumorski biomarkeri preporuceni od strane
Nacionalne akademije za klinicku biokemiju (eng. Nacional Academy of  Clinical
Biochemistry, NACB ) prema tipovima karcinoma (tablica 1.7)."U svakodnevnoj klinickoj
praksi za karcinom malih stanica koriste se biomarkeri Neuron specifi¢na enolaza (NEURON
SPECIFICNA ANOLAZA) te pro Gastrin oslobadaju¢i peptid (pro GRP), koji se zbog
nedovoljne istrazenosti njegove osjetljivosti i specifi¢nosti manje koristi u rutinskoj dijagnostici
karcinoma pluca (61). Prema literaturi, prvi izbor za dijagnozu karcinoma plu¢a ne - malih
stanica je neuron specifi¢na enolaza , $to je potvrdilo 1 nase istrazivanje. U skupini ispitanika s
dijagnozom karcinoma plu¢a malih stanica taj biomarker je pokazao zna¢ajnu statisticku razliku
u usporedbi s kontrolnom skupinom i skupinama drugih tipova karcinoma pluca, te osrednju
osjetljivost u skupini karcinoma malih stanica i vrlo visoku specificnost u' dijagnostici
navedenih bolesti (tablice 4.20-4.23)./ Statisticka znacajna razlika prema dijagnozi i
usporedbom medijana vrijednosti izmedu skupina i kontrolne skupine pokazao je proGRP u
skupini SCLC, p<0,001(Kruskal-Wallis ANOVA), sto je vidljivo iz tablica 4.13- 4.14.
Koriste¢i ROC krivulju (engl. Receiver Operating) usporedivane su i vrijednosti proGRP u
skupini bolesnika s karcinomom malih stanica i ostalim skupinama tumora pluca i kontrolne
skupine, te usporedivanjem samo skupine bolesnika s karcinomom plu¢a malih stanica i
kontrolne skupine koristeci alternativnu graniénu vrijednost (engl.Cut-off vrijednost) od 44,5
ng/L nizu od preporucene od strane proizvodaca i dobili vecu osjetljivost nego sugeriranom od
strane proizvodaca 77,7 ng/L (tablica 4.15-4.17). Iz dobivenih rezultata vidljivo je da proGRP
s nizom grani¢nom vrijednosti ima vecu osjetljivost za skupinu bolesnika sa karcinomom malih
stanica u usporedbi s kontrolnom skupinom i skupinama drugih tipova karcinoma pluéa (Dgl<-
>Dg2-8). Rezultati naseg istrazivanja ukazuju na znacajne statisticke razlike oba biomarkera
(NSE, proGRP ) u skupini s karcinom plu¢a malih stanica i zdrave kontrolne skupine. Dobiveni
rezultati su u skladu s drugim prethodnim istrazivanjima (126-129). Stieber i sur.(126) utvrdili
su gotovo istu dijagnosticku specificnost i osjetljivost oba biomarkera kao i u nasem
istrazivanju (tablice 4.17 i 4.22), $to ukazuje na dijagnosticku znacajnost tih biomarkera u
dijagnostici karcinoma pluc¢a 1 mogucu vecu primjenu proGRP u dijagnostici karcinoma pluca

malih stanica.

Za diferencijalnu dijagnozu karcinoma ne -malih stanica kao biomarker izbora koristi se Cyfra

21-1. Kako se njezine povisene vrijednosti mogu naci i kod SCLC Zeljeli smo istraziti korelaciju
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s drugim prije navedenim biomarkerima. Rezultati naseg istrazivanja potvrduju da je Cyfra 21-
razliku izmedu skupina adenokarcinoma i planocelularnog karcinoma i kontrolnom skupinom
(tablica 4.9) sto je u skladu i s drugim istrazivanjima (126-128). Ranije studije Molina i sur. te
Pujol i sur.(132-133) su ukazale da jako poviSene vrijednosti Cyfra 21-1 u po¢etnom stadiju
bolesti karcinoma ne-malh stanica ukazuju na loSu prognozu tijeka bolesti, ali i na moguéu
prognosticku vrijednost toga biomarkera. U istrazivanju kojeg je proveo Liu i sur. (130) uocen
je visoki postotak bolesnika s visokom razinom Cyfra 21-1 i u skupini karcinoma malih stanica
1 to Cak viSom nego u skupinama karcinoma pluc¢a ne-malih stanica , $to je potvrdeno i u nasem
istrazivanju (tablice 4.8-4.10).Takve visoke vrijednosti sugeriraju da bi stadij i proSirenje
bolesti mogli utjecati na povecanu dijagnosticku znacajnost toga biomarkera i kod karcinoma

pluca malih stanica Sto bi se trebalo dodatno potvrditi u nekim budu¢im istrazivanjima.

Noviji literaturni podaci (68, 134-137) ukazuju da postoji sve ve¢i interes istrazivaca za
utvrdivanjem moguce dijagnosticke znacajnosti HE4 kao moguceg biomarkera kod razli¢itih
tipova karcinoma pluca. Tako su Hai i/sur (134) u meta analizi i Wojcik 1 sur.(129) u svom
istrazivanju utvrdili prognosticku vrijednost HE4 u skupini pacijenata s karcinomom malih
stanica, a Muley i sur.(136) povecanu osjetljivost HE4 u kombinaciji.s markerom Cyfra 21-1
kod karcinoma ne-malih stanica.Unato¢ malo poviSenim vrijednostima HE4 prije operativnog
zahvata cilj njihovog istrazivanja je bio pracenje pojave recidiva kroz dvije godine. Nase
istrazivanje nije potvrdilo rezultate prethodnih istraZivanja Tugce Korkmaz 1 sur. (136) kao ni
Weissensteiner i sur. (137) koji su u svojim istrazivanjima utvrdili pove¢ane koncentracije HE4
u serumu bolesnika u poc¢etnom stadiju karcinoma pluca. Nasi rezultati ne ukazuju na znacajne
razlike u koncentraciji HE4 u serumu bolesnika s karcinomom<pluca i kontrolne skupine, a niti
statistiCki znacajne razlike medu promatranim skupinama (tablice 4.29 1 4.30).Skupine su
usporedivane prema meridijanu vrijednosti HE4, a dobivena p vrijednost od 0,644 ne ukazuju
na dijagnosticku vrijednost toga biomarkera u pocetnim stadijima karcinoma pluc¢a. Dobivene
razlike u rezultatima mozemo tumaciti 1 ne postojanjem standardne metode za njegovo
odredivanje kao i koristenju testova razli¢itih proizvodaca Sto moze dovesti do analitickih
razlika u dobivenim rezultatima. Kako su neka istrazivanja ipak pokazala da bi HE4 mogao biti
koristan biomarker za dijagnozu karcinoma pluc¢a to bi u buduénosti trebale utvrditi dobro

osmisljene vece studije.

Unato¢ podacima u literaturi koji govore o niskom izrazaju PAR-1 u normalnom epitelu,

a pojacanom izrazaju kod mnogih vrsta karcinoma ukljucujuéi i karcinom pluca, rezultati naseg
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istrazivanja nisu potvrdili naSu hipotezu da bi to mogao biti dobar dijagnosticki biomarker za
rano otkrivanje karcinoma pluca (138 i 139). Dosadasnja istrazivanja PAR-1 radena su kod
razlicitih vrsta karcinoma samo iz kulture tkiva (parafinski blokovi) i stani¢nim linijama. Ertuk
1 sur.(76) prvi su u svom istrazivanju odredivali PAR-1u serumu bolesnika s karcinomom pluca
1 dobili znacajne razlike naspram kontrolne skupine. Slijedom njihovog istrazivanja, naSim
istrazivanjem zeljeli smo potvrditi njihove rezultate i ispitati razine PAR-1 kod svih tipova
karcinoma pluca prije terapeutskih postupaka, ali rezultati naSeg istrazivanja nisu ukazali na
statistiCku znaCajnost izmedu bolesnika i1 kontrolne skupine (tablice 4.31 1 4,32) niti potvrdili
njegovu dijagnosticku vrijednost kod karcinoma pluca. Dobiveni rezultati navode nas i na
moguci zakljuCak da serum mozda nije dobar izbor bioloSkog materijala za odredivanje razine
PAR-1 na $to ukazuju i rezultati drugih istrazivanja razlicitih vrsta karcinoma gdje takoder nisu
pronadene znacajne razlike razine PAR-1 u serumu bolesnika s karcinomom i zdravom
kontrolnom skupinom (139-140). Unato¢ njegovoj poveéanoj ekspresiji in vitro u stanicama
karcinoma 1 znacajnoj ulozi u patogenezi razliCitih malignih bolesti te otkriCem protutijela
PAR-1 u bolesnika s karcinomom potrebna su veca istrazivanja kako bi se dodatno potvrdila

dijagnosticka vrijednost PAR-1 u serumu kod karcinoma pluca (141 i 142).

5.4. Transkripcijski faktor HIF-1a (hypoxia-inducible factor-1)

Koncentracije kisika u tkivu znacajno su smanjene kod tumora u usporedbi s normalnim
tkivom, a glayni mehanizam prilagodbe na smanjenu dostupnost kisika (hipoksija) je pove¢ana
ekspresija transkripcijskog faktora HIF-1a induciranog hipoksijom. Studije su pokazale da je
hipoksija vazna pojava u fiziologijiprogresije tumora i znacajna u lijecenju tumora, a HIF-1a
je stoga vazan transkripcijski ¢imbenik u istrazivanju raznih karcinoma pa tako i u karcinoma
pluca (143). Trenutno najzastupljenija metoda za procjenu razine aktivnosti HIF-1a unutar
tumorske stanice je imunohistokemija-na uzorcima tkiva dok se HIF-1a vrlo rijetko odreduje u
krvi. Iz literature je vidljivo da su istrazivanja HIF-1a. usmjerena na njegovu ulogu u uvjetima
hipoksije 1 traZenju stani¢nih signalnih puteva koji bi mogli inhibirati njegovu pojacanu
ekspresiju i biti moguca terapeutska meta za lijeCenje. Osim toga procjenjuje se ima li njegova
pojacana ekspresija kod karcinoma plu¢a prognosticku vrijednost jer su hipoksi¢ni tumori
rezistentni na terapiju i povezani s losijom prognozom (144-148). Zanimljivo je primijetiti da
dosadasnja istrazivanja HIF-la nisu bila usmjerena na njegovu mogucu dijagnosticku

vrijednost iz periferne krvi kao lakSe dostupnog materijala koji bi mogao dati korisne
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informacije za sve tipove karcinoma pluca.

Zbog malog broja istrazivanja HIF-1o u Krvi oboljelih od karcinoma pluca Zeljeli smo
ispitati moguée promjene razine ekspresije HIF-1 alpha kod raznih tipova karcinoma pluéa iz
periferne Kkrvi uzete ispitanicima prilikom postavljanja dijagnoze metodom lancane reakcije
polimeraze s komercijalnim pocetnicama (Thermo Fisher Scientifi¢, Waltham, Massachusetts,
USA) i kontrolnim genom Abelson kinaze (abl). Evaluacijom dobivenih podataka HIF-1a. kod
svih skupina karcinoma plu¢a nismo dobili znacajne statisticke razlike izmedu skupina s
karcinomom pluca u usporedbi kontrolnom skupinom §to je vidljivo iz tablice 4.44. U literaturi
nismo pronasli podatke o sliénom istrazivanju HIF-1a iz periferne krvi kod karcinoma pluca te

se ne mozemo pozvati na druge rezultate.

Iz dosadasnjih spoznaja vidljivo je da je odnos izmedu HIF-1a 1 tumora vrlo slozen i jo§
uvijek nedovoljno objasnjen, a to potvrduju razliciti rezultati ispitivanja ekspresije HIF-1a u
tkivima kod karcinoma pluc¢a ne malih stanica pri uspostavi dijagnoze. U istrazivanju Sortaou
i sur. (149) ekspresija HIF-1a u tkivu bila je izrazena kod 29% ispitanika.s karcinomo pluca
ne.malih stanica. Vec¢i genski izrazaj HIF-1o.u tkivu zabiljezena je u istrazivanjima Daniel E B
Swinson i sur. (146) 55,8% i Giatromanolaki i sur. (147) 62% . TeSko nam je objasniti zasto
rezultati naseg istrazivanja ma molekularnom nivou nisu_potvrdila rezultate pojavnosti
ekspresije HIF-1a u krvi 1ako se pojavljuje u tumorskom tkivu.0sim ako su u rastu tumora
ukljuceni neki drugi geni iz signalne kaskade.. Poznato je da stani¢na prilagodba na hipoksiju
ukljucuje. koordiniranu skupinu velikog i razliCitog broja grupe gena koje su regulirane od
strane HIF-10.1 odgovorne za rast i Sirenje tumora. Misljenja smo da tumor supresor gen mozda
jos " nije izgubio funkciju kao npr. von Hippel-Lindan (VHL ) pa nije aktiviran
PISBK/AKT/mTOR signalni put, a.time ni mRNA 1 translacija HIF-1o a niti aktivirana
transkripcija ostalih gena (150). Iako nase istrazivanje nije potvrdilo nasu hipotezu da se genski
izrazaj hipoksija —induciranog ¢imbenika HIF-1a razlikuju ovisno o tipu karcinoma, smatramo
da je korisno i da moze pruziti smjer za neka buduca istrazivanja koja bi ukljucivala drugu
grupu gena HIF-1a signalnog puta iz krvi kao lako dostupnog materijala za analizu. Moguce je
zbog takve sinergije HIF-1a i hipoksije ubrzo ¢e se pronaci neki specifiéni biomarker za

karcinom pluca.
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5.4, Mikro RNA

Uloga miRNA u karcinogenezi izazvala je veliki interes u podrudju istrazivanja karcinoma i
omogucila jos$ bolje razumijevanje molekularne patogeneze malignih bolesti te otvorilo putove
za ranu dijagnozu, terapiju i pracenje bolesti. Razli¢iti obrasci ekspresije povezani S vrstom
karcinoma i velika stabilnost te prisutnost u krvi i drugim tjelesnim teku¢inama miRNA postaju
obecavaju¢i biomarkeri. U dosadaSnjim istrazivanjima utvrdeni su molekularni poremeca;ji
miRNA kod raznih vrsta karcinoma, pa tako i karcinoma pluc¢a. Kako jo$ uvijek nema jasne
klasifikacije i standardizacije za odredivanje miRNA ‘prema vrsti karcinoma, koriSteni su
komercijalni testovi miRNA za tumore. Ovim istraZzivanjem zeljeli smo istraziti da li je puna
krv kao lakSe dostupni bioloski materijal, dobar izbor za odredivanje miRNA kod karcinoma
pluca .Dobiveni rezultati ovog istrazivanja potvrduju vaznost slijede¢ih miRNA: hsa-miR 7e5p,
hsa-miR-193a-3p, hsa-miR-29c¢-3p, hsa-miR29a-3p, hsa-miR-124-3p, hsa-miR486-5p, hsa-
miR34a-5p, hsa-miR502-5p, hsa-miR542-5p i hsa-miR101-3p,sa znacajnom statistickom
znacajnoS¢u izmedu razli¢itih-vrsta karcinoma 1 kontrolne skupine (p< 0,005). Osim gore
navedenih, slijede¢e miRNA ; hsa-miR-96-5p, hsa-miR-30a-5p, hsa-miR-195-5p, hsa-miR-

296-5p, pokazale sumanju statistiCku znacajnost ali su uzete u daljnju analizu (p = 0,06-0,09).

Poznato je da se skupina miRNA has- let-7 sastoji od 11 miRNA, a njih Sest je smjesSteno
u genetski osjetljivim regijama genoma koje imaju veliku sklonost genetskim promjenama pa
u prisutnosti karcinoma dolazi do promjene u ekspresiji. Najveéi dio rezultata dosada$njih
istrazivanja dobiveni su iz tkiva karcinoma pluca, gdje je i uocena povecana ekspresija u
adenokarcinoma ne-malih stanica (151). Novija istrazivanja prisutnosti ove i drugih miRNA
kod tumora baziraju se na lakSe dostupnim bioloskim uzorcima kao Sto su serum, plazma ili
puna krv (152). Rezultati ovog istrazivanja iz pune krvi potvrduju promjenu ekspresije let-7e-
5p u skupini karcinoma adenokarcinoma ne-malih stanica u usporedbi s kontrolnom skupinom.
Rezultati ranijih istrazivanja ove miRNA iz seruma (153) takoder ukazuju na statisticku
znacajnost u skupini karcinoma pluc¢a ne-malih stanica adenokarcinoma §to sugerira na moguce
koriStenje miRNA let-7¢5p iz krvi kao lakSe dostupnog materijala, za bolje razumijevanje
bioloskih procesa ukljucenima u karcinome ne-malih stanica, kao i potencijalne ciljeve za

terapiju.
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Analiza izrazenosti hsa-let-miR-193a-3p pokazala je statisticki znacajnu razliku u
raspodjeli vrijednosti prema dijagnozama (p = 0,04). Testovima visestrukih usporedbi utvrdena
je statisticka znacajnost u grupi karcinoma malih stanica (p = 0,05) i grupi karcinoma ne-malih
stanica adenokarcinoma (p = 0,04) u usporedbi s kontrolnom skupinom. Ovi rezultati
istrazivanja koreliraju i sa drugim provedenim istrazivanjima koja potvrduju prisutnost hsa-
mMiR-193a-3p u normalnim tkivima, a u prisutnosti tumora njihova funkcija je poremecena pa
zbog inhibirane ekspresije postaju onkogeni. Njihova promijenjena (smanjena) ekspresija kod
karcinoma ne-malih stanica, zbog promjene u razini metilacije koja dovodi do potiskivanja
proliferacije te pospjesuje apoptozu u stanicama karcinomaplu¢a negativhom regulacijom gena
ERBB4 koja je Cesto otkrivena u karcinomima pluca, sugeriraju vaznu ulogu hsa-let miRNA-
193a-3p u razvoju toga karcinoma, posebice u karcinomima plu¢a malih stanica i
adenokarcinomima ne-malih stanica. Ovi rezultati ukazuju na potencijalnu ulogu hsa-let-miR-
193a-3p kao biomarkera za dijagnostiku i pracenje karcinoma pluca, posebice u razlikovanju
izmedu razlicitih histoloskih tipova karcinoma pluca. Nadalje, moguce je da terapije usmjerene
na vra¢anje normalne ekspresije ovog miRNA mogu imati terapijski potencijal u lijecenju
karcinoma pluc¢a. Buduca istrazivanja su potrebna kako bi se bolje razumjela uloga hsa-miR-

193a-3p u patogenezi karcinoma pluca i njezin potencijal kao terapijske mete (153-156).

Rezultati analize hsa-let miR-486-5p testovima visestrukih usporedbi u razinama prema
dijagnozama karcinoma pluca ukazuju na statisticke razlike sa skupinama adenokarcinoma (p
= 0,03). Podaci srednje i eentralne vrijednosti ukazuju na smanjenu razinu ekspresije, Sto je u
skladu s istrazivanjima Wang i sur. (157) koji su iz krvi takoder dobili iste rezultate. Jianjie Zhu
I sur. (157), Taochen i sur. (158) su takoder dobili znacajnu statisticku razliku za navedenu
miRNA; ali.iz tumorskog tkiva. Ova konzistentnost rezultata iz razli€itih istraZivanja pruza
dodatnu potvrdu vaznosti navedene miRNA u razvoju bolesti i potvrdu pouzdanosti rezultata
ovog istrazivanja. U dostupnim literaturnim podacima nismo pronasli mnogo rezultata za hsa-
let MiIRNA-486 iz seruma, plazme.ili pune krvi kod oboljelih od karcinoma pluca, ve¢ samo u
tkivima ili stani¢nim linijama.Ovi rezultati stoga su vazni jer ukazuju na potencijalnu
dijagnosticku vrijednost hsa-miR-486-5p u razlikovanju karcinoma ne-malih stanica-
adenokarcinoma od drugih tipova karcinoma pluca te otvaraju nove mogucénosti izbora lakse

dostupnog materijala.
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Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na statisti¢ku znac¢ajnost hsa-miR-29a-3p (p=0,05)
I hsa-miR-29¢-3p (p=0,05) u raspodjeli vrijednosti prema dijagnozama karcinoma pluca, kao i
testovima viSestrukih usporedbi izmedu skupina. Dobivena je statisticka znacajnost u skupini
planucelularnog karcinoma ne-malih stanica (p=0,06) u usporedbi s kontrolnom skupinom. 1z
dobivenih rezultata vidljiva je pojacana regulacija u skupini planocelularnih karcinoma ne-
malih stanica, §to potvrduju i podaci (tablica 4.58) srednje (M=23.4).i centralne vrijednosti
(Med= 23,6) u usporedbi s kontrolnom skupinom (M,Med=18,2). Dobiveni rezultati su u
korelaciji s drugim istrazivanjima gdje je hsa-miR-29a-3p takoder znacajno povecana u skupini
bolesnika s karcinomima ne-malih stanica s vrlo visokom osjetljivoscu testa; $to je u suprotnosti
s ranijim istrazivanjem Montani i sur. (162) koji su radili probir miRNA iz seruma za tumore
pluca gdje hsa-miR-29a-3p nije pokazala visoku osjetljivost za navedenu bolest. Drugi autori
(160,161) dobili su takoder statisticki znacajne razlike za ovu miRNA kod karcinoma pluéa ne-
malih stanica s znac¢ajno smanjenom ekspresijom u staniénim linijama, a pove¢anom u tkivima,

S$to nedvojbeno ukazuje na promjenuekspresije u prisutnosti karcinoma i stadiju bolesti.

Dobivene statisticke znacajnosti'za hsa-miR-29c-3p u testovima visestrukih usporedbi
ukazuju da ova miRNA /dobro razdvaja karcinome ne-malih stanica; adenokarcinome i
planocelularne karcinome od ostalih tipova karcinoma pluéa (p=0,02). Rezultati .dosadasnjih
istrazivanja i podaci iz literature ukazuju samo na njezinu terapeutsku vrijednost za lijecenje
bolesti(163). Buduc¢ida trenutno nema dovoljnopodataka o mjerenju ovih miRNA u plazmi,
serumu ili punoj krvi ve¢ samo u tumorskim tkivima smatramoe da dobivene statisticke
znaajnosti u ovom istrazivanju ukazuju na potencijalnu vrijednost hsa-miR-29a-3p kao
biomarkera za dijagnozu planocelularnog karcinoma. pluéa ne-malih stanica. Medutim,
potrebna su daljnja istraZivanja kako bi se potvrdila ova povezanost i razumjelo kako miRNA
moze biti korisna u klini¢koj praksi‘za ranu dijagnozu ili pracenje bolesti. Nadalje, istraZivanja
iz plazme ili pune krvi mogla bi pruziti nove uvide u potencijalnu upotrebu miRNA kao

biomarkera za dijagnostiku karcinema pluca.

U analizi raspodjele vrijednosti prema dijagnozi, statistiCcki manje znacajni rezultati
dobiveni su za mIRNA hsa-miR-124-3p (p=0,07). Medutim, testovi viSestrukih usporedbi
prema dijagnozama nisu pokazali znacajnost u usporedbi s kontrolnom skupinom, ve¢ samo
izmedu skupina karcinoma pluc¢a ne-malih stanica, adenokarcinoma i planocelularnih (p=0,02),
Sto ukazuje da dobro razlikuje skupine karcinoma pluca. Prethodna istrazivanja nisu utvrdila
promjene ekspresije u ranim stadijima bolesti, $to znaci da trenutno nije utvrden dijagnosticki

potencijal ove miRNA za navedenu bolest (164). Potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se
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bolje razumjela uloga hsa-miR-124-3p u dijagnostici karcinoma plu¢a, posebno u ranim
stadijima bolesti.

Sljedeca miRNA u kojoj je utvrdena statisticka znacajnost u distribuciji vrijednosti
prema dijagnozi jest hsa-miR-502-5p (p=0,05), medutim, kao ni prethodna, nije pokazala
statistiCku znacajnost u testovima visestrukih usporedbi s skupinama karcinoma i1 kontrolnom
skupinom. Pregledom statisticke analize vidljivo je da je srednja vrijednost (M) znatno niza u
grupi karcinoma - karcinomi malih stanica u usporedbi s kontrolnom skupinom i ostalim
skupinama karcinoma (adenokarcinomi, planocelularni), $to ukazuje na smanjenu ekspresiju.
Buduc¢i da se hsa-miR-502-5p smatra tumorskom supresorskom mikro RNA koja inhibira rast
karcinoma i metastaziranje u karcinomu pluéa, dobiveni rezultati upuc¢uju na mogucnost
njezine deregulacije u skupini karcinoma plu¢a malih stanica. Medutim, dobiveni rezultati ne

pokazuju potencijalnu dijagnosti¢ku vrijednost za karcinom pluca.

StatistiCka znacajnost u raspodjeli vrijednosti prema dijagnozi vidljiva je i kod hsa-
MIRNA 542-5p (p=0,02) i testovima visestrukih usporedbi, ali samo izmedu skupina karcinoma
pluca ne-malih stanica, adenokarcinoma i planocelularnih (p=0,06), u usporedbi s kontrolnom
skupinom 1 skupinom karcinoma malih stanica, Sto ukazuje da dobro razlikuje grupe karcinoma
ne-malih stanica (adenokarcinoma i planocelularnih) od ostalih skupina karcinoma pluca i
kontrolne skupine; kao i ranije spomenuta hsa-let miR-124-3p. Dobiveni rezultati ovog
istrazivanja u skladusu s istrazivanjem Qingfang He i sur. (165) koji su u svom istraZivanju
radili probir miRNA iz krvi oboljelih od karcinoma pluca adenokarcinoma ne-malih stanica i
dobili’ znaCajnu statisticku razliku razine ekspresije hsa- MiRNA 542-5p izmedu grupe
karcinoma i kontrolne skupine. Rezultati-ovog i njihovog istrazivanja ukazuju na visoku
ekspresiju_hsa- miRNA 542-5p u krvi §to nije u skladu sa snizenom ekspresijom iste u
tumorskim tkivima. Dosadasnje spoznaje sugeriraju da hsa-miR 542-5p djeluje kao tumorski
supresorski gen, pa se razlike u ekspresiji izmedu tkiva 1 krvi mogu tumaciti da razlicita
regulacija miRNA ovisi o tipovima tkiva gdje moze biti onkogen ili tumorsupresor. Validacija
rezultata obje studije sugerira da bi hsa-miRNA 542-5p mogla biti koristena za rani probir
karcinoma pluca (166,167).

Analiza izraZenosti hsa-miRNA-296a-5p pokazala je statisti¢ki znacajnu razliku u
raspodjeli vrijednosti prema dijagnozama (p = 0,07), dok su testovi viSestrukih usporedbi
utvrdili statisticku znacajnost u grupi karcinoma ne-malih stanica adenokarcinoma (p = 0,04) u

usporedbi s kontrolnom skupinom. Poznato je da abnormalna ekspresija miR-296 ima vaznu

109



ulogu u raznim stani¢nim procesima kod karcinoma u ljudi, te smanjenom ekspresijom narocito
u uznapredovanom stadiju karcinoma pluca (168).

Dobiveni rezultati ovog istrazivanja potvrduju ranije rezultate Leidingera i suradnika (169),
gdje je hsa- miRNA-296a-5p bila smanjeno regulirana as znacajnom statistickom razlikom u
adenokarcinomu u usporedbi sa planocelularnim karcinomom pluca te u adenokarcinomu u
usporedbi s karcinom malih stanica, §to je u skladu s rezultatima ovog istrazivanja. Budu¢i da
nema puno literaturnih podataka o istrazivanju ove miRNA u krvi, a ne.samo u tkivu, ovi
pozitivni rezultati ukazuju na potvrdnu dijagnosti¢ku vrijednost za karcinome pluc¢a ne-malih
stanica s obzirom na to da je lakse dostupan uzorak.

Analizom rezultata za hsa-miRNA-195-5p dobivena je statisticka znacajnost u
raspodjeli vrijednosti izmedu grupe karcinoma i kontrolne skupine (p=0,06) kao i testovima
visestrukih usporedbi statisticka znacajnost izmedu skupina karcinoma ne-malih stanice
adenokarcinoma i kontrole (p=0,06). Dobiveni rezultati su u skladu s prethodnim istraZivanjima
te potvrduju da hsa-miRNA-195-5p kod karcinoma pluéa gubi supresorsku ulogu (170) i
smanjuje ekspresiju, $to je vidljivo u meta-analizi Lei i sur. (171). Validacijarezultata razlicitih
istrazivanja sugerira koristenje hsa-miRNA-195-5p kao potencijalnog biomarkera za dijagnozu
adenokarcinoma karcinema pluc¢a. Chabre i sur. (172) medu prvima su ispitivali dijagnosticku
vrijednost hsa- mMiRNA-195-5p u serumu oboljelih od karcinoma malih stanica te usporedivali
dobivene vrijednosti iz tumorskog tkiva i seruma kod/bolesnika prije pocetka lijeenja.
Prezentirani su rezultati ukazali na znacajno smanjene razine hsa-miRNA-195-5p i znacajnu
statisticku razliku u usporedbi s kontrolnom skupinom u oba materijala, Sto je otvorilo prostor
za nova istrazivanja miRNA u krvi. Rezultati ovog istrazivanja potvrduju nasa oc¢ekivanja da
je puna krv dobar odabir za odredivanje hsa-miRNA-195-5p za ranu dijagnozu karcinoma pluca
1 moguceg uklju¢ivanje te miRNA kao biomarkera u rutinske laboratorijske testove, $to bi
znacajno poboljsalo brzinu i to¢nost dijagnoze adenokarcinoma karcinoma plu¢a ne-malih
stanica.

Analiza rezultata u raspodjeli vrijednosti testovima viSestrukih usporedbi izmedu
skupine karcinoma pluca i kontrolne skupine hsa-miRNA-96-5p, pokazala je statisticku
znacajnost u skupini planoceluranih karcinoma ne-malih stanica (p=0,04). Poznato je da ova
MIRNA ima promijenjenu ekspresiju u mnogim vrstama tumora jer geni Kkoji su povezani s
ovom miRNA FOXO1 | FOXO3 gube svoju supresorsku funkciju te dolazi do proliferacije
tumorskih stanica. Kod karcinoma pluc¢a ne-malih stanica dolazi do promijenjene regulacije
gena FOX3 koji su ukljuceni u transkripciju nekoliko gena koji sudjeluju u regulaciji

stani¢nog ciklusa i tako pospjesuju rast tumorskih stanica. Takva negativna korelacija ove
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miRNA prisutna je i kod drugih vrsta karcinoma pa su mnoga istrazivanja hsa-miRNA-96-5p
usmjerena na istrazivanje i razumijevanje njezinih puteva ekspresije u karcinogenezi, u svrhu
dijagnostickog i terapijskog ucinka (173-174).

Dobivena statisti¢ka zna¢ajnost hsa-miRNA-96-5p u grupi adenokarcinoma ne-malih
stanica u skladu je 1 s dosadasnjim istrazivanjima koja su radena u tumorskom tkivu ili
stani¢nim linijjama. Zanimljive rezultate prezentirali su Wangyu i sur.(175) koji su usporedivali
ekspresiju hsa-miRNA-96-5p u tumorskom tkivu oboljelih od karcinoma pluéa ne-malih
stanica 1 serumu istih 1 dobili povisSenu ekspresiju u oba materijala. Sli€éno osmisljena
istrazivanja radena su i kod drugih vrsta tumora gdje su se takoder usporedivale vrijednosti iz
tkiva ili stani¢nih linija 1 seruma pa dobiveni rezultati sugeriraju da bi ova miRNA vrlo brzo
mogla biti uvrStena u grupu biomarkera za karcinom pluc¢a ne-malih stanica. Upravo zbog toga
smatramo da su na$i rezultati vazni jer su pokazali da i puna krv moze biti dobar 1 koristan
bioloski materijal za dijagnostiku karcinoma plu¢a ne-malih stanica (174-177).
U analizi raspodjele vrijednosti prema dijagnozi, statisticki znacajni rezultati dobiveni su za
mMIiRNA, hsa-miR-101-3p (p=0,04), dok je testovima viSestrukih usporedbi izmedu skupina
karcinoma 1 kontrolne skupine iskazana manja statisticka znacajnost izmedu skupina karcinoma
ne-malih stanica adenokarcinomi i planocelularni (p=0,06). Poznato je da je ova miRNA u
prisutnosti tumora ima.smanjenu ekspresiju jer potiskuje tumorogenezu ali do sada nije posve
razjasnjen mehanizamnegativnog rasta tumorskih stanica,osim moguce povezanost hsa-miR-
101-3p 1 gena p53 po principu pozitivne povratne sprege kada se aktivira p53koji inhibira
proliferaciju tumorskih stanica (178). Brojna istrazivanja potvrduju prisutnost ove miRNA sa
smanjenom ekspresijom u tumorskim tkivima karcinoma plu¢a ne malih stanica, ali nema
literaturnih potvrda o njenoj prisutnosti u krvi, serumu ili plazmi kao niti njenoj dijagnostickoj
vrijednosti 1z tih bioloskih materijala. Stoga smatramo da su dobiveni rezultati istraZivanja
korisni jer potvrduju prisutnost hsa-miR-101-3p u krvi ispitanika s karcinomima pluc¢a ne-malih
stanica, ali sugeriraju veci broj uzoraka gdje bi se dobila njihova bolja raspodjela vrijednosti.
Najnovije istrazivanje, Jiang 1 sur. (179), koji su ukljucili testove iz plazme u probir kao 1
ispitivali njenu stabilnost kod karcinoma plu¢a ne-malih stanica, potvrduje nam da postoji
interes 1 drugih istrazivaca za mogucu dijagnosticke i/ili terapeutske vrijednost ove miRNA iz
lakse dostupnih materijala.

Posljednja miRNA koja je u ovom istrazivanju pokazala statisticku zna€ajnost je
miRNA34a-5a. Dobivene vrijednosti iz tablice 4.57 ukazuju da je promjenjena u
karcinomima pluca (p=0,05) ali nije pokazala statistic¢ku znacajnost izmedu grupa karcinoma i

kontrolne skupine. Poznato je da je u prisutnosti razli¢itih tumora njezina ekspresija
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promijenjena. Dosadasnje spoznaje o ovoj miRNA govore nam da kod karcinoma plu¢a moze
djelovati kao onkogen u progresiji ali i kao moguca terapijska meta vracanjem supresorske
funkecije te su istrazivanja usmjerena na njezin terapeutski potencijal a ne dijagnosticki (180,
181).

Sukladno s njezinom prisutnosti kod karcinoma pluca, $to je potvrdeno i u ovom istrazivanju,
misljenja smo da bi veci broj uzoraka pokazao znacajno bolju raspodjelu medu skupinama i
tipovima karcinoma pluca i time potvrdio i dijagnosticku vrijednost u ranijem stadiju bolesti

karcinoma pluca.
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6. ZAKLJUCCI

Temeljem dobivenih rezultata u ovom radu, mogu se izvesti sljede¢i zakljucci:

1. Biomarker Cyfra 21-1 ukazuju na statisti¢ki zna¢ajnu razliku u karcinomima ne-malih stanica
adenokarcinoma i planocelularnim karcinoma ne-malih stanica u usporedbi s kontrolnom

skupinom, te znacajnu osjetljivost testa u tim skupinama.

2. Visoke razine biomarkera Cyfra 21-1 u skupini tumora malih stanica sugeriraju da bi stadij i

prosirenje bolesti mogli biti dijagnosticki znacajni pokazatelj 1 kod tumora plu¢a malih stanica.

3. Biomarker proGRP ukazuje na statisti¢ki znacajnu razliku u skupini tumora malih stanica u
usporedbi s drugim skupinama karcinoma i kontrolnom skupinom te ima naj vecu osjetljivost

testa u toj skupini.

4. Biomarker neuron specifi¢na anolaza potvrduje najvecu statisticku znacajnost u skupini

tumora plué¢a malih stanica u usporedbi s ostalim skupinama tumora i kontrolnom skupinom.

5. Biomarker HE4 nije pokazao statisticku znacajnost izmedu skupina tumora pluc¢a kao ni

kontrolne skupine, nismo potvrdili hipotezu.

6. Biomarker PARI nije pokazao statisticku znacajnost u skupinama tumora pluc¢a u odnosu na
kontrolnu skupinu te nismo potvrdili hipotezu da bi to mogao biti dobar dijagnosticki biomarker

za rano otkrivanje karcinoma pluca.

7. Biomarker CRP se pokazao kao dobar upalni biomarker s velikom statistickom znac¢ajnoséu
u svim skupinama tumora plu€a, naroCito u skupini karcinoma ne-malih stanica

adenokarcinoma uporedivo s kontrolnom skupinom.

8. Ukupni proteini nisu ukazali na znacajnu dijagnosti¢ku vrijednost jer nisu dobivene

statisticki znacajne razlike izmedu skupina karcinoma i kontrolne skupine.

9. Prealbumini su ukazali na statistiCku znacajnost u svim skupinama karcinoma u usporedbi s
kontrolnom. Snizene vrijednosti prealbumina ukazuju na dijagnosticku vrijednost tog
parametra za sve ispitivane skupine tumora plu¢a (malih stanica, adenokarcinomi ne-malih

stanica i planocelularni ne-malih stanica).
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10. Albumini su pokazali statisticku znacajnost u skupini karcinoma malih stanica, skupini
adenokarcinoma ne-malih stanica i skupini planocelularni karcinomi ne-malih stanica u

usporedbi s kontrolnom skupinom.

11. Leukociti su pokazali statisticku znac¢ajnost u svim skupinama u usporedbis kontrolnom
skupinom. Test je pokazao visoku osjetljivost u svim skupinama naro¢ito u skupini karcinoma

malih stanica i skupini adenokarcinoma ne-malih stanica u usporedbi s kontrolnom skupinom.
12. MPV nije pokazao statisticku znacajnost izmedu skupina karcinoma i kontrolne skupine.

13. Omjer neutrofili/limfociti pokazao je statisticku znacajnost u svim skupinama karcinoma

u usporedbi s kontrolnom skupinom.

14. Omjer trombociti/limfociti pokazao je statisticku znac¢ajnost u'skupinama karcinoma;

malih stanica, skupini karcinoma ne-malih stanica, adenokarcinoma i planocelularnih.

15. HIF 1alpha nije pokazao statisticku znacajnost izmedu skupina ispitivanih karcinoma i

kontrolne skupine, te nije ukazao na dijagnosti¢ku vrijednost iz krvi bolesnika.

16. miRNA, hsa-miR-29a-3p, pokazala je statisticku znacajnost u skupini planocelularni

karcinomi ne-malih stanica.

17. miRNA, hsa-miR-29c-3p, pokazala je statisticku znacajnost u skupini adenokarcinoma ne-

malih stanica.

18. miRNA, hsa-miR-193a-3p-, pokazala je statisticku znacajnost u skupini karcinoma malih

stanica.

19. miRNA, hsa-miR-486-5p-, pokazala je statisticku znac¢ajnost u skupini adenokarcinoma
ne-malih stanica u usporedbi s kontrolnom skupinom. U raspodjeli izmedu skupina,
znacajnost se pokazala i medu skupinama planocelularni karcinomi ne-malih stanica i

adenokarcinomi ne-malih stanica.

20. miRNA, hsa-miR-542-5p, pokazala je znacajnost u skupinama adenokarcinomi ne-malih

stanica i planocelularni karcinomi ne-malih stanica u raspodjeli izmedu skupina karcinoma.

21. miRNA, hsa-miR-7e-5p 2, pokazala je dijagnosti¢ku vrijednost u skupini adenokarcinoma

ne-malih stanica.

22. miRNA, hsa-miR-124-3p, pokazala statisticCku znacajnost u testovivima visestrukih
usporedbi u skupini karcinoma ne-malih stanica izmedu adenokarcinomi i planocelularni

karcinomi
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23. miRNA, hsa-miR-101-3p, ima dijagnosti¢ku znacajnost u skupinama karcinoma ne-malih
stanica izmedu grupa adenokarcinoma ne-malih stanica i planocelularnih karcinoma ne-malih

stanica.

24. miRNA, hsa-miR-96-5p 2, pokazala je dijagnosticku vrijednost u skupini adenokarcinoma

ne-malih stanica.

25. miRNA, hsa-miR-195-5p, pokazala je dijagnosti¢ku vrijednost za adenokarcinome ne-

malih stanica.

26. miRNA, hsa-miR-296-5p, pokazala je dijagnosti¢ku vrijednost za adenokarcinome ne-

malih stanica.

27. miRNA, hsa-miR-124-3p pokazala je znacajnost izmedu skupina karcinoma pluca ne-
malih stanica, adenokarcinoma i planocelularnih §to ukazuje da dobro razlikuje te skupine

karcinoma.

28. miRNA, hsa-miR-502-5p pokazalaje znacajnost u distribuciji vrijednosti prema dijagnozi
ali nije pokazala statisticku znacajnost u testoyima visestrukih usporedbi s skupinama

karcinoma i kontrolnom skupinom.

29. miRNA, hsa-miR 34a-5a pokazala je znacajnost u distribuciji vrijednosti prema dijagnozi
ali nije pokazalastatisticku znac€ajnost u testovima visestrukih usporedbi s skupinama

karcinoma i kontrolnom skupinom
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SAZETAK

Cilj ovog istrazivanja bio je procijeniti dijagnosti¢ku osjetljivost i specifiénost potencijalnih
biomarkera karcinoma pluca kod razlicitih tipova karcinoma te ih usporediti s‘onima koji su

danas u primjeni u rutinskoj dijagnostici te predloziti algoritam za njihovo odredivanje.

Biomarkeri koji su se odradivali u istrazivanju jesu: Cyfra 21-1, ProGRP, neuron specifi¢na
anolaza, HE4, PAR1, miRNA, HIF 1o te hematoloski parametri i njihovi medusobni omjeri kao
Sto su: omjer neutrofil /limfocit (NRL), omjer trombociti/limfociti (PRL), prosje¢ni volumen
trombocita (MPV), diferencijalna krvna slika (DKS) te biokemijski parametri: ukupni proteini,
albumini i prealoumini. Dobiveni rezultati potvrdili su.da biomarker Cyfra 21-1 ima najvecu
osjetljivost testa u skupinama karcinoma ne-malih stanica adenokarcinoma i planocelularnih
karcinoma. Biomarkeri ProGRP i neuron specifi¢na anolaza pokazali su statistiCku znacajnost
i najvecu osjetljivost testova u skupini tamora malih stanica. Unato¢ ocekivanjima, biomarkeri
HE4 | PARI nisu pokazali'potencijalnu dijagnosticku vaznostu poc¢etnom stadiju katrcinoma
pluca, te nismo potvrdili hipotezu o njihovom mogucem dijagnosti€kom potencijalu u serumu
bolesnika. Dobiveni rezultati potvrdili su osjetljivost upalnog biomarkera CRP-a u svim
skupinama karcinoma pluéa, narocito u skupinicadenokarcinoma ne-malih stanica. Ukupni
proteini nisu pokazali znac¢ajnost u ranoj fazi karcinoma pluéa dok sunjegove frakcije albumini
i prealbumini pokazali osjetljivost u svim skupinama karcinoma a takoder pokazuju i
dijagnosticku vrijednost za tu odredenu vrstu karcinoma. Veliku osjetljivost i dijagnosticku
vrijednost pokazao je parametar broja leukocita i omjeri neutrofili/limfociti u svim skupinama
karcinoma pluca, poglavito u skupinama karcinoma plu¢a malih stanica i u skupini
adenokarcinoma ne —malih stanica. Unate¢ tome §to MPV nije pokazao statisticku znacajnost
u skupinama karcinoma pluc¢a, omjeri trombociti/ limfociti pokazali su statisticku znac¢ajnost u
svim skupinama karcinoma pluca i znacajnu dijagnosticku vrijednost. Molekularni parametar
hipoksije HIFlalpha nije pokazao statisticCku zna€ajnost u skupinama karcinoma pluca te nije
ukazao na dijagnosti¢ku vrijednost iz krvi bolesnika. Raspodjela vrijednosti za 84 razmatrane
mMIRNA, ukazala nam je statisticku znacajnost za trinaest miRNA. StatisticCku znacajnost za
karcinome pluéa malih stanica pokazala je samo hsa-miR193-3p, dok su u grupi

adenokarcinima ne-malih stanica, Sest miRNA pokazale zna¢ajnost u promjeni ekspresije (hsa-
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miR-193a-3p, hsa-miR-486-5p, hsa-miR-7e-5p, hsa-miR-96-5p, hsa-miR-195-5p, hsa-miR-
296-5p).

Nadalje, u grupi karcinoma ne-malih stanica planocelularni karcinomi, samo jedna miRNA je
pokazala statistiCku znacajnost u usporedbi s kontrolnom skupinom i drugim skupinama

karcinoma pluca (hsa-miR-29a-3p).

Testovi visestrukih usporedbi pet miRNA razdvajaju grupe karcinoma ne-malih stanica
planocelularne i adenokarcinome od ostalih tipova karcinoma pluéa.

(hsa-miR-29a-3p, hsa-miR-486-5p, hsa-miR-542-5p, hsa-miR-124-3p, hsa-miR-101-3p). Dvije
miRNA , hsa-miR-502-5p i hsa-miR-34a-5p, pokazale su statisticku znacajnost u raspodjeli ali
testovima visestrukih usporedbi nisu pokazale zna¢ajnost naspram kontrolne skupine kao niti

izmedu skupina karcinoma pluca.
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SUMMARY

The aim of this research was to evaluate the diagnostic sensitivity and specificity of potential
lung cancer biomarkers in different types of cancer and to compare them to those currently used
during routine diagnostics, as well as to propose an algorithm for their determination. The
markers used in the research are: Cyfra 21-1, ProGRP, NSE, HE4, PAR-1, miRNA; HIF 10, but
also hematological parameters and their mutual ratios such as: neutrophil/lymphocyte ratio
(NLR), platelet/lymphocyte ratio (PLR), mean platelet volume (MPV), differential blood count
(DBC) were used, along with biochemical parameters: total protein count, albumin and
prealbumin levels. The obtained results confirmed that the Cyfra 21-1 marker has the highest
sensitivity in the non-small cell adenocarcinomas and squamous cell carcinoma groups. The
ProGRP and NSE markers showed statistical significance and the highest sensitivity in small
cell tumor tests. However, the HE4 and PAR-1 markers did not display the expected potential
diagnostic value in the initial stage of lung cancer, and we did not confirm the hypothesis about
their diagnostic potential in the patient's serum. The obtained results confirmed the sensitivity
of the inflammatory marker CRP in all groups of lung cancer, especially in the group of non-
small cell adenocarcinoma. The total protein test did not show significance in the early stage of
lung cancer, while its protein fractions, albumin and prealbumin, indicated sensitivity in all
cancer groups and presented diagnostic value_for that specific type of cancer. The leukocyte
count parameter and the neutrophil/lymphocyte ratio exhibited high sensitivity and diagnostic
value in all lung cancer groups, especially in-the small cell'lung cancer group and in the non-
small cell adenocarcinoma group. Although MPV did not show statistical significance in the
lung cancer groups, platelet/lymphocyte ratios revealed statistical significance in all lung cancer
groups and exhibited significant diagnostic value. The molecular hypoxia parameter HIF1alpha
did not show statistical significance in the lung cancer groups and did not indicate a diagnostic
value from the patient's blood. The distribution of values from the 84 tested miRNAs showed
statistical significance in thirteen miRNAs. Only hsa-miR193-3 p presented statistical
significance for small cell lung cancers, while in the group of non-small cell adenocarcinomas,
six miRNAs displayed significance during expression changes (hsa-miR-193a-3p, hsa-miR-
486-5p, hsa-miR-7e-5p, hsa-miR-96-5p, hsa-miR-195-5p, hsa-miR-296-5p).
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