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INTRODUCERE

Neoplaziile neuroendocrine (NNE) constituie proliferdri tumorale epiteliale
limitate, marcate de evolutii imprevizibile si in rare cazuri, cu remisiuni complete dupa
tratament.

Tumorile tractului digestiv constituie majoritatea tumorilor neuroendocrine
(55%), urmate ca frecventa de tumorile neuroendocrine bronhopulmonare (25%) [1].
Conform datelor SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results), din anul 1973
pand 1n prezent s-a remarcat cresterea evidentd a incidentei tumorilor neuroendocrine
digestive, atribuitd in principal Tmbunatatirii metodelor de diagnostic endoscopic si
imagistic [2]. Aceastd afirmatie este sustinutd de cresterea semnificativd a incidentei
tumorilor localizate. Datele SEER arata cd 1n decada 2000-2009, tumorile
neuroendocrine ale tractului digestiv au constituit 0,52% din cazurile nou diagnosticate
de cancer, incidenta medie fiind de 2,5 cazuri/100.000 indivizi/an [3].

In trecut, NNE erau clasificate in functie de localizare, desi existau numeroase
similitudini intre sistemele de clasificare. Aceastd abordare a creat confuzie in randul
patologilor. Un eveniment important care a condus la formularea noii clasificari a
tumorilor neuroendocrine a fost intrunirea unui grup de patologi din cadrul
Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS), European Neuroendocrine Tumor Society
(ENETS), North American Neuroendocrine Tumor Society (NANETS), American
Joint Committee on Cancer (AJCC) si College of American Pathologists (CAP). in
cadrul acestei conferinte s-a hotarat ca termenul de carcinoid, atat de frecvent folosit Tn
trecut, sa fie evitat in diagnosticul tumorilor neuroendocrine primare [4,5]. Sistemul de
clasificare si gradare al NNE din anul 2019 are ca fundament, clasificarea OMS a NNE
pancreatice din anul 2017, clasificare care face distinctie clard Intre tumorile
neuroendocrine bine diferentiate si carcinoamele neuroendocrine (CNE) si introduce o
noud categorie de tumori, tumorile neuroendocrine bine diferentiate de grad inalt G3
[4]. Informatiile oferite de studii foarte recente au condus la conturarea unor domenii
de cercetare de interes major, referitoare la mecanismele patogenetice, corelatiile
clinico-patologice si identificarea unor noi markeri prognostici si terapeutici n
neoplasmele neuroendocrine.

PARTEA GENERALA

Celulele enteroendocrine sau neuroendocrine (NE) sau celulele APUD iau
nagtere din celulele stem multipotente si formeazad cel mai mare si cel mai complex organ
endocrin al corpului uman, care secretd o mare varietate de hormoni, de ex. gastrina
(celulele G), grelina (celulele P sau X), somatostatina (celulele D), colecistokinina
(celulele I), serotonina (celulele enterocromafine), peptidul insulinotrop glucoza-
dependent (celulele K), peptidul glucagon-like si peptidul YY (celulele L). Produsii de
secretie se acumuleazd Tn granule secretorii si sunt eliberati prin exocitozd la nivelul
membranei bazolaterale in spatiul interstitial si apoi in circulatia sanguind [6,7,8].

Dinspre duoden inspre rect, densitatea celulelor NE este mai mare proximal,
scazand semnificativ la nivelul colonului, ca apoi sd creascd din nou in mucoasa



rectald. Aminele/peptidele continute in veziculele secretorii din celulele NE stau la
baza clasificarii acestora in trei tipuri celulare: celulele EC, predominante la nivelul
tractului gastro-intestinal, care secreta serotonina sau 5-hidroxitriptamina; celulele D
(celulele delta), 1intilnite 1n intregul tract gastro-intestinal si identificate
imunohistochimic prin reactivitatea pentru somatostatind; celulele L prezente de la
nivelul duodenului pand in rect, insa rare proximal de ileonul terminal [6,9].

NNE se dezvolta 1n diferite organe si tesuturi epiteliale si includ o mare
varietate de tumori, diferite din punct de vedere etiologic, clinic, morfologic, molecular
si prognostic. Sistemul de clasificare si gradare a NNE gastro-intestinale din anul 2019
introduce o noua categorie de tumori, tumorile neuroendocrine bine diferentiate de
grad inalt (G3). Gradul de diferentiere al tumorilor neuroendocrine (G1, G2 sau G3) se
stabileste 1n functie de activitatea proliferativa calculatd prin evaluarea ratei mitotice si
a indicelui de proliferare Ki-67 (IP Ki-67). Rata mitotica se exprima ca numar de
mitoze/2 mm? si se calculeazi prin numirarea figurilor mitotice pe 50 de cAmpuri
microscopice de 0,2 mm? IP Ki-67 se determini prin numirarea celulelor tumorale cu
marcaj nuclear raportate la cel putin 500 de celule tumorale, in zonele cu cele mai
multe celule pozitive ("hotspots") identificate la obiectiv mare. In situatia in care cele
doua criterii de apreciere a activitatii proliferative indicd grade diferite de malignitate,
se recomandd selectarea criteriului care conferd cel mai mare grad. Pentru a evita
confuzia cu tumorile neuroendocrine bine diferentiate G3, noua clasificare OMS
precizeazd ca nu se va atribui gradul de diferentiere carcinoamelor neuroendocrine
(CNE), acestea fiind de grad 1nalt prin definitie [4].

Sistemele de stadializare TNM sunt diferite pentru tumorile neuroendocrine si
CNE gastro-intestinale. CNE, considerate de grad inalt, se clasifica conform criteriilor
de stadializare ale carcinoamelor tractului gastro-intestinale [4,10].

Microscopic, tumorile neuroendocrine bine diferentiate prezintd un pattern
organoid si sunt constituite din celule cu citoplasmd eozinofila, granulard si nuclei
rotunzi sau ovali, uniformi, cromatina dispersata in ”sare si piper”, nucleoli mici. Se
clasifici in tumori neuroendocrine bine diferentiate de grad scazut (Gl), de grad
intermediar (G2) si de grad inalt (G3). CNE (cu celule mici sau mari) se caracterizeaza
prin rati de proliferare inalt, demonstrati de rata mitotici > 20/2 mm? si/sau IP Ki-67
> 20%. Termenul de MiNEN defineste o tumora mixtd endocrind-nonneuroendocrina,
in care fiecare componenti tumorali detine > 30% din populatia tumorala. In MiNEN-
urile tubului digestiv, ambele componente tumorale sunt de cele mai multe ori
carcinoame, cazuri pentru care termenul de MANEC poate fi utilizat [4,11].
Adenocarcinomul cu celule calicifome (ACC) sau adenocarcinomul ex-carcinoid cu
celule caliciforme (carcinoidul cu celule caliciforme, dupa vechea denumire) este o
tumora amficrind, Tntilnitd aproape intotdeauna la nivelul apendicelui, constituita din
celule mucosecretante de tipul celulelor calicifome si o populatie variabild de celule
NE si celule Paneth-like.

Conform ghidurilor actuale, diferentierea NE a celulelor tumorale trebuie
demonstratd imunohistochimic cu markerii cromogranina A (CgA) si sinaptofizind
(Syn). in prezent este intens discutatd evaluarea receptorilor de somatostatina (SSTR)
anterior administrarii oricarui tratament [8,11].



Simptomatologia pacientilor cu NNE gastro-intestinale se datoreaza invaziei
tumorale, dezvoltarii metastazelor sau secretiei hormonale de catre celulele tumorale.
Sindromul carcinoid apare la circa 30-40% dintre pacienti si se caracterizeaza printr-o
constelatie de simptome, precum episoade de roseatd la nivelul fetei, diaree sau
bronhospasm. Fibroza si deficitul nutritional sunt complicatii tardive. Cei mai utilizati
markeri biochimici in diagnosticul tumorilor neuroendocrine gastro-intestinale sunt
acidul 5-hidroxiindolacetic (5-HIAA) si CgA [12].

Desi existda numeroase controverse legate de conduita terapeutica a tumorilor
neuroendocrine cu dimensiuni cuprinse Intre 1 si 2 cm, pacientii cu tumori gastrice,
duodenale si colo-rectale < 2 cm au indicatie de rezectie endoscopicd mucosald sau
submucosald si supraveghere [12]. In cazul tumorilor neuroendocrine de intestin
subtire, interventia chirurgicald are ca scop rezectia completd a tumorii primare $i a
adenopatiei mezenterice, precum i stadializarea prin evaluarea intraoperatorie a
peritoneului, ficatului si ovarelor [13]. Ghidurile NCCN recomanda apendicectomia
pentru tumorile apendiculare sub 2 cm si hemicolectomia dreapta pentru tumorile peste
2 cm [14,15]. Colectomia cu limfadenectomie regionald este recomandatd pentru
tumorile neuroendocrine colonice [12]. Managementul progresiei tumorale este
realizat cu analogi de somatostatind [16,17], terapii tintd cu Everolimus [17],
Bevacizumab [12] sau Sunitinib [18,19], chimioterapie citotoxica cu agenti alchilanti si
antracicline sau cu radionuclizi ai receptorilor peptidici [20,21]. Imunoterapia este
ultima optiune terapeuticd a pacientilor cu tumori neuroendocrine avansate [12].

PARTEA SPECIALA

1. OBIECTIVELE STUDIULUI SI METODE DE LUCRU

Avand in vedere numeroasele modificari care au survenit Tn ultimii ani, in
clasificarea si ncadrarea NNE gastro-intestinale, din cazuistica Serviciului de
Anatomie Patologicd al Spitalului Clinic Judetean de Urgenta ,,Pius Brinzeu”
Timigoara am selectat toate cazurile de tumori neuroendocrine sau tumori cu
diferentiere neuroendocrind ale tractului digestiv extrapancreatic, diagnosticate In
perioada 2008-2018. In prima etapa a studiului ne-am propus incadrarea acestor tumori
conform clasificarii OMS din anul 2019 [4]. Cazuistica noastra a inclus 71 de cazuri,
dintre care 52 de tumori primare gastrice, ale intestinului subtire, apendiculare si
colonice si 19 metastaze hepatice ale unor neoplasme neuroendocrine. Cazurile au fost
supuse investigatiilor imunohistochimice pentru CgA, Syn, proteina p53 si Ki-67, in
vederea incadrarii si stratificarii cAt mai corectd a leziunilor tumorale. In a doua parte a
studiului nostru, am decis sd analizim profilul molecular al NNE prin metode
imunohistochimice, cu scopul de a identifica noi markeri cu impact prognostic si care
pot constitui posibile tinte terapeutice. In lucrarea doctorald am urmirit corelatiile
dintre rezultatele imunoreactiilor cu anticorpii anti-receptori de somatostatind 2 si 5,
anti-PTEN, anti-CXCR4, anti-AKT si anti-mTOR si cei mai importanti factori clinico-
morfologici ai pacientilor cu NNE gastro-intestinale. Pana in prezent, in literatura de
specialitate existd doar cateva studii care au cercetat tumorile neuroendocrine bine
diferentiate G3. Aceste tumori descrise recent, a caror incidenta este cel mai probabil



subestimata, sunt dificil de diagnosticat morfologic si pana in prezent, nu au fost
publicate scheme standardizate de tratament. Din acest motiv ne-am propus sa
prezentdm cele mai inovatoare metode de diagnostic si noi optiuni terapeutice care, din
cunostintele noastre, nu sunt implementate in tara noastra.

Pentru analiza statisticd am utilizat testul Hi pétrat (x*) cu corectia Yates pentru
continuitate, iar pentru variabilele non-numerice s-a utilizat testul Fisher exact.

2. REZULTATELE CERCETARII

Pacientii (37 barbati — 52,1% si 34 femei — 47,9%) au prezentat varste cuprinse
intre 19 ani si 88 ani, cu o varstd medie de 59,9 ani. In cazuistica noastra, tumorile
neuroendocrine au fost mai frecvent intilnite la femei sub 50 de ani. Cele mai
frecvente cazuri au fost metastazele hepatice (26,7%), urmate de tumorile primare ale
colonului sting si rectului (18,3%). Desi am remarcat cresterea semnificativa a
numarului de cazuri in ultimii 3 ani de studiu, metastazele hepatice ale tumorilor
neuroendocrine au prezentat o distributie uniforma de-a lungul anilor.

Activitatea proliferativd a aratat valori foarte diferite, care demonstreaza
cresterea direct proportionald a acesteia Tn raport cu gradul de malignitate (tip tumoral-
IP Ki-67: tumori neuroendocrine G1-1,2%; tumori neuroendocrine G2-10,5%; tumori
neuroendocrine G3-35,7%; CNE-56,2%).

Tumorile neuroendocrine bine diferentiate G1 au reprezentat 38% din
cazuistica noastra, Intalnite mult mai frecvent la femei tinere si la nivelul intestinului
subtire (29,1%). In 6 cazuri (22,2%) am diagnosticat metastaze hepatice ale unor
tumori neuroendocrine cu IP Ki-67 mediu de 1,01%. IP Ki-67 mediu a fost de 1,2%, cu
diferente nesemnificative statistic in functie de localizare. Din acest grup, tumorile
gastrice au prezentat cea mai intensa activitate proliferativa (IP Ki-67 mediu=1,8%). in
cazuistica noastra am identificat 18 tumori neuroendocrine bine diferentiate G2
(25,4% din cazuri), intalnite predominant dupa varsta de 50 ani, atat la barbati, cat si la
femei. Tumorile neuroendocrine G2 s-au localizat mai frecvent la nivelul stomacului
(22,2%) si colonului drept (16,7%), Insd cele mai numeroase cazuri au fost
diagnosticate ca metastaze hepatice (33,3%). Reactiile imunohistochimice pentru
markerii NE au evidentiat pozitivarea difuzd sau focala citoplasmatica pentru CgA 1n
100% din tumorile neuroendocrine G2 gastrice, in timp ce Syn a fost pozitiva in 50%
dintre acestea. Tumorile colonului sting si rectului au prezentat imunoreactii pozitive
pentru Syn 1n toate cazurile. Cel mai scdzut IP Ki-67 mediu a fost observat in tumorile
intestinului subtire (3,4%), diferentele dintre IP Ki-67 in functie de localizare fiind
semnificative statistic (P=0,01). Tumorile neuroendocrine bine diferentiate G3 (7
cazuri - 9,8%) au fost diagnosticate dupd varsta de 40 de ani, atat la barbati, cat si la
femei. In functie de localizare, tumorile neuroendocrine G3 au fost diagnosticate ca
metastaze hepatice (4 cazuri), tumori ale colonului drept (2 cazuri) si o tumora
duodenald. Toate metastazele hepatice ale tumorilor neuroendocrine G3 au prezentat
imunoreactii pozitive pentru Syn. In unele cazuri, IP Ki-67 a fost mult mai mare decét
valoarea medie a IP Ki-67 (35,7%), insa fara diferente semnificative statistic in functie
de localizare. Imunoreactiile p53 au fost negative sau focal pozitive, in mai putin de
25% din populatia tumorali. incadrarea histopatologica, dificild pe coloratia uzuala,
implicd unele aspecte particulare, precum pierderea focald a patternului organoid,



pleomorfismul nuclear evident, dispunerea celulelor tumorale sub forma unor plaje
largi sau trabecule dezorganizate, microfocare de necroza tumorala, stroma conjunctiva
mai bogatd. CNE au fost diagnosticate la 12 pacienti (17%), mai frecvent la barbati
dupd varsta de 50 de ani, localizate in 33,3% din cazuri la nivelul colonului stang si
rectului. in lotul nostru, apendicele nu reprezintd originea CNE. Toate metastazele
hepatice au fost pozitive pentru Syn. In functie de localizare, cele mai agresive tumori
sunt localizate Tn colonul stang si rect (IP Ki-67 mediu=79,8%; P=0,001). Cu aceeasi
localizare au fost identificate 9 cazuri de CNE cu celule mari. in lotul studiat am
identificat 3 cazuri de MINEN, dintre care doud tumori care combind aspectele
adenocarcinoamelor de grad scdzut cu tumori neuroendocrine G2 si 4 cazuri de
adenocarcinoame cu celule caliciforme (ACC) sau adenocarcinoame ex-carcinoide cu
celule caliciforme, cu imunoreactii pozitive pentru CgA si/sau Syn. in ACC, IP Ki-67 a
prezentat valori variabile intre 1,8% si 35,2%, cu o medie de 20,5%.

Cele mai numeroase NNE au fost diagnosticate in stadii avansate, fiind
identificate 27 de cazuri In stadiile pT3 si pT4 (64,3%), in comparatie cu 15 cazuri In
stadiile pT1 si pT2 (35,7%). Am notat metastaze limfonodulare in 54,8% din cazuri,
invazie limfovasculard in 59,5% din cazuri si invazie perineurald in 33,3% din NNE
studiate. IP Ki-67 mediu a fost semnificativ mai mare in NNE incadrate pT3 si pT4
(P= 0,01), insa cu o usoard crestere de la tumorile pT3 la tumorile pT4. Activitatea
proliferativa a fost semnificativ sporita in stadiile clinice avansate III si IV (44 cazuri -
72,1%) fatd de stadiile I si II (17 cazuri — 27,9%; P=0,004). In studiul nostru, invazia
perineurala se coreleazd semnificativ cu IP Ki-67 (P=0,02), fiind un factor de
prognostic negativ pentru NNE gastro-intestinale.

Din lotul de studiu am obtinut reactii imunohistochimice pozitive pentru
SSTR2 (clona UMBI1, Abcam) in 46 de cazuri (64,8%), cu pattern membranar complet
sau incomplet, predominant intens. in tumorile secundare hepatice am notat 57,9%
imunoreactii pozitive, spre deosebire de tumorile primare cu imunoreactii pozitive 1n
67,3% din cazuri. Existd o corelatie semnificativa intre gradul de diferentiere tumorala
si expresia SSTR2 (P=0,0004), astfel NNE G1 au prezentat imunoreactii pozitive in
96,4% din cazuri In comparatie cu NNE G3, cu doar 22,7% cazuri pozitive.
Mentiondm pozitivarea imunoreactiilor pentru SSTR2 1n 33,3% din CNE, procent mai
mare decat cel notat pentru tumorile neuroendocrine G3. 50% dintre ACC au fost
SSTR2 pozitive. Toate cazurile din stadii incipiente de boald neoplazica au fost
pozitive pentru SSTR2, procent mult mai mare decat cel intalnit in cazul tumorilor in
stadii avansate III si IV (56,8%), 1nsd fara diferenta semnificativa statistic. Rezultatele
noastre nu arata o relatie ntre expresia SSTR2 si stadiul pN, dar expresia SSTR2 s-a
corelat semnificativ cu invazia perineurala (P=0,04). Tumorile care au asociat emboli
vasculari au fost SSTR2 pozitive mai frecvent (100%) decat tumorile fara invazie
limfovascularad (56%).

Imunoreactiile cu anticorpul SSTRS (clona UMB4, Abcam) s-au pozitivat in
citoplasma celulelor tumorale. Am obtinut reactii imunohistochimice pozitive in 20 de
cazuri (28,2%), mai frecvent in tumorile primare (32,7%) decat in metastaze (15,8%).
Am remarcat corelatia semnificativa (P<0,0001) dintre expresia scazutd pentru SSTRS
si NNE de grad fnalt (tumori neuroendocrine bine diferentiate G3 - 14,3%; CNE -



16,7). Rezultatele noastre nu aratd corelatii semnificative Intre expresia SSTRS si
invazia limfovasculard, invazia perineurala si stadiul pN.

Sub control extern pozitiv, am obtinut imunoreactii pozitive pentru CXCR4
(clona UMB2, Abcam), cu marcaj citoplasmatic, membranar sau citoplasmatic si
membranar al celulelor tumorale. Imunoreactivitatea limfocitelor si a celulelor
endoteliale a servit drept control intern. Am remarcat corelatia semnificativa statistic
intre expresia CXCR4 si gradul de diferentiere tumorald; tumorile G1 au prezentat
expresie scazutd in 75% din cazuri, in timp ce NNE G3 au avut expresie CXCR4 inalta
in 63,6% din cazuri (P=0,0002). Mentiondm 7 tumori neuroendocrine G1 si 8 tumori
neuroendocrine G2 cu scoruri moderate si inalte pentru CXCR4. Am remarcat
asocierea semnificativd dintre scorul de imunoreactie scazut, stadiile clinice incipiente
(P=0,0002), absenta embolilor tumorali (P=0,0002) si a invaziei perineurale (P=0,007).

NNE gastro-intestinale au fost analizate imunohistochimic cu anticorpul
monoclonal anti-PTEN (clona 6H2.1, Dako). Sub control intern pozitiv reprezentat de
celule endoteliale si filete nervoase, am obtinut colorarea predominant citoplasmatica a
celulelor tumorale. Pierderea expresiei PTEN a fost intilnitd semnificativ mai frecvent
in metastazele hepatice (73,7%) decét In tumorile primare (50%; P=0,003). Tumorile
fara expresie sau cu expresie slaba pentru PTEN au fost localizate mai frecvent in
colonul drept (P=0,03). Am remarcat corelatia semnificativd dintre expresia PTEN
absentd/slaba si gradul inalt de malignitate (P=0,003). In cazuistica noastri am
observat 4 tumori neuroendocrine G1 fara expresie PTEN. NNE apendiculare se
coreleazd semnificativ cu expresia inaltd PTEN (P=0,02). Profilul imunohistochimic in
ACC a fost heterogen. Expresia imunohistochimicd absentd/slaba s-a corelat cu stadiile
clinice avansate (P=0,0007), prezenta metastazelor limfonodulare (P=0,008) si invazia
limfovasculara (P=0,01).

Imunoreactiile pentru mTOR (clona Y391, Abcam), efectuate sub control
extern pozitiv, au evidentiat pozitivarea celulelor tumorale cu pattern citoplasmatic,
usor granular. Am remarcat frecventa mai mare a tumorilor primare cu expresie mT'OR
inalta (40,8%), in comparatie cu metastazele hepatice (16,9%). Expresie mTOR inalta
s-a corelat semnificativ statistic cu gradul Tnalt de malignitate (P=0,0003), stadiul
clinic avansat (P=0,0001) si prezenta metastazelor limfonodale (P=0,001).

Toate cazurile au fost evaluate imunohistochimic cu anticorpul monoclonal
pAKkt (clona LP18, Novocastra). Sub control extern pozitiv, populatia tumoralda NE a
demonstrat reactivitate citoplasmaticd si nucleard, de intensitate variabild. Atat NNE
primare, cit si metastazele hepatice au exprimat pAkt in proportii aproximativ egale
(67,3% si 68,4%). Am remarcat corelatia semnificativd dintre supraexpresia pAkt si
gradul inalt de malignitate (P=0,0003), stadiile clinice incipiente (P=0,002) si stadiul
pN (P=0,04).

3. DISCUTII
NNE reprezintd un grup complex, heterogen de proliferdri tumorale epiteliale,
entitdti lezionale distincte care variaza de la tumori neuroendocrine bine diferentiate cu
evolutie indolentd pand la CNE cu agresivitate inalti. In ultimii ani asistim la o
explozie de informatii stiintifice despre mecanismele moleculare implicate In aparitia
acestor tumori, relatiile clinico-patologice particulare in functie de localizare,



identificarea unor markeri prognostici si terapeutici (SSTR, anomalii ale cdilor de
semnalizare PI3K/AKT/mTOR si Notch) [22].

Cele mai recente studii bine documentate aratd tendinta crescatoare a
incidentei NNE. in ultimii 40 de ani, incidenta tumorilor neuroendocrine a crescut de
3,6 ori In Statele Unite ale Americii si de 3,8 - 4,8 ori in Europa. Incidenta raportata in
America de Nord este de 2,5 - 5/100.000 locuitori/an, insemnand 8.000 - 16.000 de
cazuri noi/an [22], respectiv 0,5% din tumorile maligne nou diagnosticate si 2% din
tumorile maligne ale tractului gastro-intestinal [1;23]. Tumorile neuroendocrine sunt
mai frecvente la femei decét la barbati, cu un raport de 2,5:1 [1].

In studiul nostru, NNE gastro-intestinale, diagnosticate pe parcursul a 11 ani
intr-o singura institutie medicald, au fost identificate usor mai frecvent la barbati
(52,1%) decat la femei (47,9%). Am remarcat cresterea semnificativa a numarului de
cazuri dupd varsta de 50 ani, predominant la barbati. Sub 49 ani, tumorile
neuroendocrine au fost notate mai frecvent la femei. In concordanti cu datele din
literatura, am remarcat frecventa crescuta a tumorilor neuroendocrine de colon sting
(18,3%) si drept (15,5%) [6]. Repartitia pe ani de studiu a evidentiat cresterea
importantd a numarului de cazuri Incepand cu anul 2016. Metastazele hepatice ale
NNE au prezentat o distributie uniforma de-a lungul anilor.

in 61 de cazuri s-a intervenit endoscopic sau chirurgical cu scop diagnostic
si/sau curativ, iar tumorile au fost stadializate conform recomandarilor OMS [4] si
AJCC, editia a 8-a [10]. Doar 3 tumori (o tumord gastrica si doud tumori de colon stang
si rect) au fost rezecate prin polipectomie endoscopicd, diagnosticate si stadializate ca
tumori neuroendocrine bine diferentiate G1, pT1. Cele mai numeroase NNE au fost
diagnosticate in stadii avansate, fiind identificate 27 de cazuri pT3 si pT4 (64,3%), in
comparatie cu 15 cazuri (35,7%) in stadiile pT1 si pT2. 54,8% din cazuri au prezentat
metastaze limfonodulare Tn unul sau mai multi limfonoduli. Am intélnit aspecte de
invazie limfovasculara 1n 59,5% si invazie perineurald in 33,3% din NNE studiate.

Efectele somatostatinei, hormon peptidic care inhibd cresterea celulara si
secretia hormonala a celulelor tumorale, sunt mediate prin interactiunea cu familia de
receptori de somatostatind SSTR1-SSTRS [24,25]. NNE primare s-au pozitivat pentru
SSTR2 1n 67,3% din cazuri, mai frecvent decit metastazele hepatice ale NNE (57,9%),
rezultate concordante cu datele din literatura [26]. Datele studiului nostru, publicate 1n
literatura de specialitate [27], aratd corelatia semnificativd dintre expresia SSTR2 si
gradul de diferentiere tumorald (P=0,0004). Aceeasi corelatie a fost remarcatd si in
cadrul tumorilor neuroendocrine bine diferentiate. Toate cazurile din stadiile incipiente
de boald neoplazicd au fost pozitive pentru SSTR2, procent mult mai mare decat cel
intalnit in cazul tumorilor in stadii avansate (56,8%). Rezultatele noastre sunt sustinute
de studiul lui Wang si colab., care au urmarit 143 de pacienti cu tumori neuroendocrine
gastro-entero-pancreatice si care demonstreazd rolul cheie al SSTR2 ca factor de
prognostic favorabil [28]. Datele noastre nu aratd o corelatie statistic semnificativa
intre expresia SSTR2 si stadiul pN sau invazia limfovasculard, desi tumorile fara
emboli tumorali intravasculari au fost SSTR2 pozitive mult mai frecvente (100%)
decat tumorile cu invazie limfovasculard (56%). Absenta invaziei perineurale apare
semnificativ mai frecvent in NNE gastro-intestinale SSTR2 pozitive (P=0,04). Am
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remarcat corelatia semnificativa (P<0,0001) dintre expresia crescuta pentru SSTRS si
tipul tumoral.

Chemokinele, familie de citokine secretate de celule epiteliale si stromale
[29,30], mediazd numeroase procese celulare implicate in semnalizarea si migrarea
celulara. Ele isi exercitd functia prin interactiunea cu receptori membranari specifici
[31]. Tumorile neuroendocrine bine diferentiate G1 au prezentat expresie scazuta in
75% din cazuri (P=0,0002), in timp ce NNE G3 au avut expresie CXCR4 inaltd in
63,6% din cazuri. Cercetarea noastra demonstreaza asocierea dintre scorul CXCR4
scazut, stadiile clinice incipiente (P=0,0002), absenta embolilor tumorali intravasculari
(P = 0,0002) si absenta invaziei perineurale (P = 0,007). in studiul nostru, expresia
CXCR4 1nalta este un factor de prognostic negativ in NNE gastro-intestinale.

Proteina PTEN (proteina omolog a fosfatazei si tensinei) este un reglator
negativ pentru calea de semnalizare fosfatidilinozitol-3-kinaza (PI3K)/protein-kinaza B
(Akt) [32], implicatd in cresterea si supravietuirea celulara. Studiul imunohistochimic a
relevat pierderea expresiei PTEN semnificativ mai frecvent in metastazele hepatice ale
NNE, in comparatie cu NNE primare (P=0,003). Rezultatele noastre, In concordanta cu
cercetdrile lui Wang si colab. [33] si Krausch si colab. [34], au aritat corelatia
semnificativd dintre expresia PTEN absentd/slabd si gradul inalt de malignitate
(P=0,003), stadiile clinice avansate (P=0,0007), stadiul pN (P=0,008)) si invazia
limfovasculara (P=0,01). Expresia imunohistochimicd absentd/slaba a PTEN apare ca
factor de prognostic negativ, fiind semnalatd Tn 4 cazuri de tumori neuroendocrine G1
si o tumord neuroendocrind G1 apendiculard, cazuri care necesita abordare terapeutica
mai agresiva si supraveghere atenta.

Calea de semnalizare PI3K/Akt joaca un rol important in carcinogeneza. Prin
intermediul acesteia se produc mutatii activatoare la nivelul oncogenei PI3KCA sau
inactivatoare ale genei PTEN [35]. Rata de pozitivare imunohistochimicad pentru pAkt
a fost egald in NNE primare si secundare, ceea ce sugereaza cd diseminarea tumorala
nu se asociazd cu fenomenul de reducere a fosforildrii Akt. Tumorile gastrice si
tumorile colonului sting au prezentat cele mai numeroase cazuri cu expresie Akt
moderata/inalta (P=0,0005 si respectiv, P<0,0001). Am remarcat asocierea dintre
expresia naltd pentru Akt si gradul de diferentiere tumorald, semnificativa statistic
pentru CNE (P = 0,0001). Conform rezultatelor noastre, testarea inhibitorilor Akt nu
reprezintd o prioritate Tn tumorile neuroendocrine G3, insa sunt necesare mai multe
studii clinice prospective care sa includd un numar mare de pacienti.

In studiul nostru am observat pozitivarea imunohistochimici a mTOR 1intr-o
proportie mult mai mare de cazuri decat cele raportate anterior in literaturd, probabil
datoritd numarului crescut de NNE de grad inalt. Expresia markerului este mai redusa
la nivelul metastazelor hepatice decat In tumorile primare, ceea ce sugereaza posibilul
raspuns optim la terapia cu inhibitori de mTOR doar 1n cazul tumorilor neuroendocrine
primare localizate. Rezultatele noastre aratd corelatia semnificativd dintre expresia
inaltd a markerului si gradul inalt de malignitate (P=0,0003), localizarea tumorii la
nivelul colonului drept (P=0,03), stadiile clinice avansate (P=0,0001) si stadiul pN
(P=0,001). Tumorile neuroendocrine G3 si CNE au exprimat mTOR 1n 71,4% si
respectiv, 83,3% din cazuri, ceea ce indica faptul ca terapia cu analogi de rapamicina
este extrem de promitdtoare In formele tumorale agresive.
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CONCLUZII SI CONTRIBUTII PERSONALE

In studiul nostru, NNE gastro-intestinale au fost ceva mai frecvente la sexul
masculin (52,1%).

Numarul cazurilor diagnosticate a crescut semnificativ in ultimii 3 ani de studiu, Tn
special prin cresterea incidentei NNE gastrice, ale intestinului subtire si
apendicelui. Metastazele hepatice au prezentat o distributie uniforma de-a lungul
anilor, ceea ce demonstreaza caracterul constant agresiv al acestor tumori.

Cei mai importanti factori clinico-morfologici si imunohistochimici asociati
tumorilor neuroendocrine bine diferentiate G1 au fost: dezvoltarea n exclusivitate
la femei sub varsta de 50 de ani; localizarea frecventd 1n intestinul subtire (29,7%)
si colonul stang (18,5%); imunoreactiile frecvent negative pentru CgA 1n tumorile
colonului sting si rectului (40%); gradul de agresivitate mai crescut pentru
tumorile gastrice.

Tumorile neuroendocrine bine diferentiate G2 s-au intilnit predominant dupa
varsta de 50 de ani, atat la barbati, cit si la femei, localizate mai frecvent la nivelul
stomacului (22,2%) si colonului drept (16,7%).

Tumorile neuroendocrine bine diferentiate G3 au fost diagnosticate dupa varsta de
60 de ani, la ambele sexe, mai ales ca metastaze hepatice (57,1%). in functie de
activitatea proliferativa, cele mai agresive tumori au fost cele localizate Tn colonul
drept.

ACC s-au dezvoltat predominant la barbati varstnici si au avut un IP Ki-67 mediu
de 20,5%, semnificativ mai mic decat IP Ki-67 mediu al tumorilor neuroendocrine
G3 (35,7%).

NNE studiate au fost diagnosticate in stadii clinice avansate (64,3% din cazuri), cu
metastaze limfonodulare in 54,8% din cazuri.

In concordanti cu alte studii, afirmim ci IP Ki-67 este un important factor de
prognostic pentru NNE gastro-intestinale. IP Ki-67 s-a corelat semnificativ cu
stadiul pT (P =0,01), stadiul clinic (P = 0,004) si invazia perineurala (P = 0,02).

In studiul nostru, stadiul pN si invazia limfovasculard nu s-au corelat cu activitatea
proliferativa a NNE gastro-intestinale.

Dintre variantele cele mai agresive, mentionim NNE ale colonului drept, slab
diferentiate in 55,6% din cazuri, toate fiind diagnosticate ca tumori pT3 (33,3%) si
pT4 (66,7%). Acestea au asociat metastaze in limfonodulii regionali Tn 77,8% din
cazuri si emboli tumorali intravasculari in 88,9% din cazuri.

Rezultatele obtinute ne permit sa afirmdm cd@ imunohistochimia este o metoda
fiabila, relativ ieftind, deosebit de utild pentru identificarea profilului SSTR 1n
NNE gastro-intestinale.

Rezultatele noastre au aratat corelatia inversd dintre expresia imunohistochimica a
SSTR2, gradul de malignitate (P=0,0004) si tipul tumoral (P<0,0001). SSTR pot fi
considerati factori de prognostic, oferind informatii despre tratamentul, evolutia si
supravietuirea pacientilor.

Pozitivarea SSTR2 in MIiNEN, CNE si ACC indica beneficiul tratamentului cu
SSA, asociat tratamentului chirurgical si chimioterapic, insa rezultatele noastre
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trebuie validate in trialuri prospective largi, care sd includd un numar mai mare de
cazuri.

Rezultatele noastre sustin corelatia dintre expresia CXCR4 si gradul diferentierii
tumorale. Scorul de imunoreactivitate CXCR4 a crescut proportional cu
agresivitatea tumorala.

Datele noastre au aratat asocierea dintre expresia CXCR4 scazuta, stadiile clinice
incipiente (P=0,0002), absenta embolilor tumorali intravasculari (P=0,0002) si
absenta invaziei perineurale (P=0,007). Expresia CXCR4 nu s-a corelat cu stadiul
pN.

Rezultatele noastre au demonstrat corelatia dintre pierderea expresiei genei
supresoare tumorald PTEN si stadiile clinice avansate (P=0,0007), metastazele
limfonodulare (P=0,008) si invazia limfovasculara (P=0,01). Pierderea expresiei
PTEN este un marker de prognostic advers in NNE gastro-intestinale.

Am remarcat corelatia dintre expresia inaltd pentru mTOR si varsta inaintatd a
pacientilor, localizarea tumorilor la nivelul colonului drept (P=0,03), gradul Tnalt
de malignitate (P=0,0003), stadiul tumoral avansat (P=0,0001) si stadiul pN1
(P=0,001). Avand 1n vedere rezultatele noastre, avansam ipoteza cd inhibitorii de
mTOR administrati pacientilor cu tumori invazive, diseminate, nu reprezintd
decizia terapeutica optima.

In studiul nostru, pozitivarea imunohistochimici moderati si intensd a Akt
fosforilat a fost remarcatd in special in tumorile colonului stang (P<0,0001) si
gastrice (P=0,0005), de grad inalt (P=0,0003). Supraexpresia imunohistochimica a
markerului Akt este predictiva pentru rdspunsul terapeutic bun la terapia cu
inhibitori Akt.

Rezultatele noastre au aratat corelatia semnificativa dintre expresia Tnaltd Akt,
prezenta invaziei limfovasculare (P=0,05) si stadiul pN1 (P=0,04), ceea ce
confirma rolul important al activarii Akt in diseminarea limfovasculara a celulelor
tumorale NE.

Unele rezultate ale studiului nostru au valoare limitatd, In primul rand datorita
numarului redus de cazuri din anumite categorii lezionale, insa foarte putine
cercetari in domeniu includ loturi mari de pacienti si in al doilea rand, datorita
absentei informatiilor clinice despre evolutia si supravietuirea pacientilor.
Consideram ca rezultatele noastre trebuie validate in studii largi, multicentrice si
ne propunem sa realizam astfel de cercetari 1n viitor.

Tehnicile imunohistochimice optimizate pentru SSTR, PTEN, CXCR4, mTOR si
Akt fosforilat sunt relativ ieftine, reproductibile si aduc informatii deosebit de utile
pentru stabilirea rolului acestor markeri ca factori de prognostic pozitivi sau
negativi, predictibili pentru evolutia si supravietuirea pacientilor cu NNE gastro-
intestinale. In absenta criteriilor morfologice, investigatiile imunohistochimice
pentru markerii moleculari permit selectia si stratificarea acuratd a pacientilor pe
grupe de risc, cu implicatii evolutiv-prognostice si terapeutice.
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