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Popis oznaka i kratica

ADAMs — disintegrin i metaloproteinaze (engl. a disintegrin and metalloproteinase)
AFP — alfa-fetoprotein

ALD - alkoholna bolest jetre

AUD - poremecaj uporabe alkohola (engl. alcohol use disorder)

BCLC - Barcelona klini¢ki kriteriji za odredivanje stadija tumora jetre (engl. The Barcelona

Clinic Liver Cancer staging system)

DAMPs — molekularni uzorci povezani s oStecenjem (engl. damage-associated molecular
patterns)

DLL - Delta-sli¢an ligand

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

ECM - izvanstani¢ni matriks

EGF - epidermalni faktor rasta

EGFR - receptor za epidermalni faktor rasta

EMT - epitelno-mezenhimalna tranzicija

GRS - skor za procjenu genetskog rizika (engl. genetic risk score)
GWAS - studija asocijacije na razini genoma (engl. genome-wide associated study)
HBV - hepatitis B virus

HCC - hepatocelularni karcinom

HCV - hepatitis C virus

HSC - jetrena zvjezdolika stanica (engl. hepatic stellate cell)

IL — interleukin

IQR — interkvartilni raspon

JAG - Jagged



NAFLD - nealkoholna masna bolest jetre (engl. nonalcoholic fatty liver disease)
NEXT - skraceni izvanstani¢ni Notch (engl. Notch extracellular truncation)
NICD - Notch unutarstani¢na domena (engl. Notch intracellular domain)

NRR - negativna regulatorna regija

PCR - lancana reakcija polimeraze

PNPLAS3 - protein 3 koji sadrzi domenu fosfolipaze u obliku patatina (engl. Patatin Like

Phospholipase Domain Containing 3)

PRS — rezultati poligenog rizika (engl. polygenic risk score)

ROS - reaktivne vrste kisika (engl. reactive oxygen species)

RTK — receptori tirozin kinaza

SAD - Sjedinjene Americke Drzave

SD - standardna devijacija

SNP — polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism)
TERT - reverzna transkriptaza telomeraze

TGF B — transformirajuci faktor rasta 3

TNF a — tumor nekrotizirajuci faktor a

TP53 — tumor supresorski gen p53

UCSF - San Francisco kriteriji (engl. the University of California San Francisco)
UZV - ultrazvuk

VEGF - vaskularni endotelni faktor rasta

VLDL - lipoproteini vrlo niske gustoce



1. UVOD

1.1. Epidemiologija alkoholne bolest jetre i hepatocelularnoga karcinoma

Hepatocelularni karcinom (engl. hepatocellular carcinoma, HCC) najée$¢i je primarni tumor
jetre koji ¢ini oko 90% svih primarnih tumora, a nastaje na podlozi preegzistentne kronicne
bolesti jetre (1). Incidencija HCC-a posljednjih je godina u porastu stoga je HCC peti najcesci
karcinom dok se prema mortalitetu od malignih bolesti nalazi na drugom mjestu (2, 3). U
razdoblju od 1990. do 2019. godine zabiljezen je 70% porast incidencije HCC-a koji je
odgovoran za neito manje od 500000 smrtnih slu¢ajeva godisnje u svijetu (4). Cesée se javlja
kod muskaraca te su incidencija i mortalitet od HCC-a 2 do 3 puta veci kod muskaraca nego

kod zena (5).

Alkoholna bolest jetre (engl. alcoholic liver disease, ALD) jedna je od vodecih rizi¢nih
¢imbenika na ¢ijoj podlozi nastaje 20-30% ukupnog broja HCC-a (6). S progresijom ALD-a
prema cirozi povecava se rizik za razvoj komplikacija same jetrene bolesti ali i HCC-a.
Godisnja stopa HCC-a na podlozi alkoholne ciroze stadija Child Pugh A ili B iznosi 2,5% (7).
S trajanjem bolesti povecava se i kumulativna incidencija za pojavu HCC-a koja u 1-godi$njem,
5-godi$njem i 10-godiSnjem intervalu iznosi 1%, 3% i 9% (8). lako je ALD vodec¢i uzrok
kroni¢nih jetrenih bolesti u Europi, Sjevernoj i Latinskoj Americi, unutar Europe postoje
znacajne varijacije U navikama vezanim uz konzumaciju alkohola $to rezultira i razli¢itom
ucestalos¢u HCC-a u pojedinim regijama (9). Tako je alkohol odgovoran za nastanak 20%

HCC-a u juzno-europskim zemljama odnosno 63% HCC-a u isto¢no-europskim zemljama (6).

Prema zadnjim dostupnim podacima, u Republici Hrvatskoj su 2020. godine dijagnosticirana
523 nova slucaja karcinoma jetre i intrahepatalnih zu¢nih vodova no nisu dostupni podaci o
to¢nom broju novodijagnosticiranin HCC-a (10). Ipak, na temelju zastupljenosti HCC-a
mozZemo zakljuciti da je taj broj nesto veéi od 400 godiSnje. U skladu s podacima za europske
zemlje, i u Hrvatskoj je ALD jedan od vodecih uzroka ciroze i HCC-a §to ju ¢ini vaznim
javnozdravstvenim problemom. S obzirom da ne postoje podaci o broju pacijenata koji se lijece

radi ALD-a nije poznato niti koliki je udio pacijenata s alkoholnom cirozom i HCC-om.



1.2. Alkoholna bolest jetre

Alkoholna bolest jetre entitet je koji ukljucuje steatozu, alkoholni steatohepatitis, fibrozu i
cirozu jetre i jedan je od vodecih uzroka kroni¢nih bolesti jetre u svijetu. Prekomjerna
konzumacija etilnog alkohola izolirani je ili pridruzeni ¢cimbenik rizika i u do 50% svih ciroza
te je odgovorna za oko 27% smrti uzrokovanih jetrenim bolestima i 30% smrti uzrokovanih

karcinomima jetre (11, 12).

Ostecenje jetre alkoholom prvo se ocituje masnom jetrom odnosno steatozom koja je posljedica
djelovanja alkohola na metabolizam masti pri ¢emu je povecana sinteza masnih kiselina i
smanjena njihova p-oksidacija (13). Daljnja izlozenost toksi¢nom djelovanju alkohola uzrokuje
oksidativni stres i oSte¢enje hepatocita iz kojih se oslobadaju DAMP-ovi (engl. damage-
associated molecular patterns) koji dalje utjeCu na proizvodnju proupalnih citokina i
lokalizaciju imunoloskih stanica na mjestu oStecenja (14). Alkohol povecava permeabilnost
crijeva §to omogucuje translokaciju bakterijskih produkata kao $to je lipopolisaharid koji u
Kupfferovim stanicama pokrece signalne puteve odgovorne za stvaranje proupalnih citokina i
ostecenje hepatocita (15). Aktivirane Kupfferove stanice otpustaju proupalne citokine IL-1, IL-
17, TNFa (engl. tumor necrosis factor o) i TGFB (engl. transforming growth factor g) (13).
Alkohol aktivira i sistem komplementa koji u interakciji s proupalnim citokinima i Kupfferovim
stanicama utjeCe na stvaranje kemokina i privlacenje neutrofila te aktivaciju zvjezdolikih
stanica u jetri (engl. hepatic stellate cell, HSC) (16, 17). Upalni infiltrat kojeg ¢ine neutrofili,
makrofazi, aktivirane Kupfferove stanice i imunoloske stanice klju¢ni je ¢imbenik koji pokrece
progresiju ALD-a prema steatohepatitisu, cirozi i HCC-u (18). U daljnjem tijeku, kroni¢na
izlozenost alkoholu uzrokuje oSte¢enje hepatocita koje podrzava upalni odgovor i aktivaciju
HSC-a odgovornih za stvaranje kolagena i ostalih proteina izvanstani¢nog matriksa te razvoj

fibroze (13).
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Slika 1. Patogeneza alkoholne bolesti jetre. Iz oSte¢enih hepatocita oslobadaju se DAMP-ovi koji lokaliziraju
imunoloske stanice na mjestu o$te¢enja. Povecana permeabilnost crijeva uzrokuje bakterijsku translokaciju pri
¢emu LPS potice stvaranje proupalnih citokina u Kupfferovim stanicama. Aktivirane Kupfferove stanice otpustaju
proupalne citokine i kemokine koji privlaée neutrofile, poticu stvaranje upalnog infiltrata te aktiviraju HSC-e
odgovorne za stvaranje ECM-a. DAMP — molekularni uzorci povezani s ostec¢enjem, ECM — izvanstani¢ni matriks,

HSC — zvjezdolike stanice jetre, LPS — lipopolisaharid. Shema kreirana u BioRender.com.

Nastanak ALD-a povezuje se s redovitom konzumacijom alkohola u dozama veé¢im od 20 g/dan
za 7Zene 1 30 g/dan za muskarce uz znakove oStecenja jetrene funkcije (19). Tijek bolesti takav
je da gotovo svi pacijenti, njih 90-100%, razviju steatozu dok tek manji udio pacijenata, njih
10-35%, progrediraju u alkoholni steatohepatitis odnosno 10-20% koji nastavljaju daljnju
progresiju u alkoholnu cirozu (Slika 2.) (20). Razvoj ciroze dugotrajan je proces povezan s
konzumacijom velikih koli¢ina alkohola kroz period od 10 do 20 godina (14, 21). Uz trajanje
ciroze, vaznu ulogu ima i koli¢ina konzumiranog alkohola, stoga kroni¢na konzumacija vise od

80 g/dan vise od 10 godina peterostruko povecava rizik za HCC (22).
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Slika 2. Tijek alkoholne bolesti jetre. Shema kreirana u BioRender.com.

1.2.1. Alkohol i karcinogeneza

Acetaldehid koji nastaje metabolizmom alkohola ima kancerogeno djelovanje u ljudskim
stanicama (23). U tumorskom tkivu aktivnost alkohol dehidrogenaze veca je nego aktivnost
aldehid dehidrogenaze ¢ime je smanjena moguénost uklanjanja acetaldehida (24). Acetaldehid
kao karcinogen interferira u procesima sinteze i popravaka deoksiribonukleinske kiseline (engl.
deoxyribonucleic acid, DNK), a njegovim vezanjem za DNK stvaraju se brojni DNK-adukti
koji doprinose karcinogenezi (25, 26). Dugotrajna konzumacija alkohola inducira oksidativni
metabolizam alkohola putem CYP2EI $to uzrokuje oksidativni stres, stvaranje reaktivnih vrsta
kisika (engl. reactive oxygen species, ROS) i lipidnu peroksidaciju pri ¢emu nastaju DNK-
adukti koji uzrokuju mutacije gena odgovornih za regulaciju stani¢nog ciklusa i supresiju
tumora (27). ROS djeluju na unutarstani¢ne signalne putove odgovorne za transformaciju
normalnih stanica u tumorske te na signalne puteve koji promicu stvaranje metastaza (28).
Etanol inhibira sintezu S-adenozil-I-metionina odgovornog za metilaciju DNK te dolazi do
hipometilacije koja doprinosi pojacanoj ekspresiji onkogena odgovornih za nastanak HCC-a
(25, 29).



1.3. Alkoholna ciroza i hepatocelularni karcinom

Jednom nastala ciroza glavni je rizi¢ni ¢imbenik za razvoj HCC-a budu¢i da gotovo 90% HCC-
a nastaje na podlozi uznapredovale fibroze i ciroze jetre dok se alkohol nije pokazao kao rizi¢ni
¢imbenik za HCC u jetri bez fibroze (6). Uz alkohol, rizi¢ni ¢imbenici za razvoj HCC-a su:
starija zivotna dob, muski spol, pretilost, koli¢ina i obrazac konzumacije te duljina izlozenosti
alkoholu i genetski ¢imbenici (30). HCC je glavni uzrok smrti povezane s jetrenom bole$¢u kod
pacijenata s kompenziranom cirozom (31). S druge strane, svaka godina apstinencije od
alkohola smanjuje rizik za HCC za 6-7% (4).

Istrazivanje u francuskoj populaciji pacijenata s HCC-om pokazalo je da vise od 50% pacijenata
u vrijeme dijagnoze HCC-a ima neprepoznatu cirozu jetre u podlozi, dok je podanaliza pokazala
da je taj udio jo$ i veéi te da se neprepoznata ciroza nalazi u 81% pacijenata s alkoholom
uzrokovanim HCC-om odnosno u 42% slucajeva HCC-a koji uz alkohol imaju i metaboli¢ku
bolest jetre (32). Drugo istrazivanje na istoj populaciji pokazalo je da oni s alkoholom
uzrokovanim HCC-om imaju losije ukupno prezivljenje u odnosu na one s ne-alkoholnim HCC-
om §to je posljedica losije jetrene funkcije i karakteristika samog tumora (33). Sli¢ne rezultate
pokazalo je i istrazivanje talijanskih autora koji su usporedivali HCC na podlozi ALD-a i
hepatitis C infekcije te su zakljucili da se alkoholom uzrokovan HCC ces¢e otkriva izvan
programa probira, u uznapredovaloj fazi jetrene bolesti kao i u kasnijem stadiju tumora $to je
povezano s losijim prezivljenjem (34). Iz navedenih rezultata mozemo zakljuciti da postoje
odredeni izazovi u prepoznavanju pacijenata s alkoholnom cirozom i njihovim pracenjem te
ranim otkrivanjem HCC-a §to je povezano s losijim ishodima. S druge strane, pacijenti s
alkoholom uzrokovanim HCC-om ¢esée su bili muskarci mlade Zivotne dobi uz pridruzene
komorbiditete: pusSenje, pretilost, dijabetes, metaboli¢ku bolest jetre koji djeluju kao pridruzeni
¢imbenici za nastanak HCC-a (34, 35, 36). Uz sve navedene ¢imbenike, na razvoj ALD-a te
progresiju prema cirozi i nastanku HCC-a utjecu i brojni genetski ¢imbenici medu kojima su
najznacajniji polimorfizmi gena PNPLA3 (engl. Patatin Like Phospholipase Domain
Containing 3), EGF (engl. epidermal growth factor) i TM6SF2 (engl. transmembrane 6
superfamily member 2) (37). Prisutnost ovih ¢imbenika doprinosi brzoj progresiji jetrene bolesti
i nastanku tumora. Prognoza HCC-a neovisna je o etiologiji jetrene ciroze no njegovo kasno
otkrivanje i uznapredovala ciroza ograniCavajué¢i su ¢imbenici za uspjeSno lijeCenje (6).
Kasnjenje u dijagnozi HCC-a u alkoholnoj cirozi povezano je s insuficijentnim programima
probira, nedostatkom medicinskih programa za lijecenje ovisnosti o alkoholu te socijalno i

drustveno uvjetovanom stigmatizacijom pacijenata (38). Pacijenti s neprepoznatom cirozom
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imaju 6,5 puta ve¢i omjer izgleda za pojavu HCC-a u uznapredovalom stadiju u odnosu na
pacijente s prepoznatom cirozom (39). Buduc¢i da je ciroza glavni pojedinacni rizi¢ni ¢imbenik
za nastanak HCC-a, za sve pacijente s cirozom jetre preporuca se uklju¢ivanje u program
probira na HCC koji se sastoji od ultrazvu¢nog (UZV) pregleda u 6-mjese¢nim intervalima koji
moze biti kombiniran s odredivanjem tumorskog markera alfa-fetoproteina (AFP) iz seruma (1,
2). Cak i uz preporuéene programe probira, 20-30% HCC-a u cirozi ostaje neprepoznato u ranoj
fazi (40). Svedska studija pokazala je da su pacijenti ukljudeni u program probira ¢esce
dijagnosticirani u ranijim stadijima HCC-a kada su bili kandidati za kurativno lijeCenje te su

imali znac¢ajno duze procijenjeno vrijeme prezivljenja (41).

1.3.1. Patogeneza fibroze i ciroze jetre

Fibroza jetre reverzibilan je proces koji je odgovor na kroni¢no ostecenje jetre uzrokovano
alkoholom ili nekim drugim toksi¢nim ¢imbenikom, a koji karakterizira pojacano nakupljanje
izvanstani¢nog matriksa (engl. extracellular matrix, ECM) (42, 43). Klju¢nu ulogu u tom
procesu imaju HSC-e (44). Za ALD Kkarakteristi¢no je nakupljanje ECM-a i razvoj fibroze
pericelularno i perisinusoidalno (45). Razvoj fibroze dinamican je proces koji zapocinje
transformacijom mezenhimalnih stanica u miofibroblaste ¢ija je aktivacija i proliferacija glavni
izvor ECM-a (43). Miofibroblasti primarno nastaju iz HSC-a koje se u zdravoj jetri nalaze
inaktivne u Disse-ovim prostorima i sadrze lipidne kapljice u kojima je pohranjen vitamin A
(44). Prilikom ostecenja jetre dolazi do otpustanja tih lipidnih kapljica i vitamina A te aktivacije
HSC-a koje stvaraju ECM (kolagen tip I, 1l i IV, fibronektin, laminin i proteoglikane),
proupalne medijatore, faktore rasta i eksprimiraju fibrogene markere: o-glatkomisi¢ni aktin
(engl. a- Smooth Muscle Actin, a-SMA) i tkivni inhibitor metaloproteinaze 1 (engl. Tissue
Inhibitor of Metalloproteinase 1, TIMP1) (42, 44, 46). Osim HSC-a, fibroblasti u portalnim
prostorima, stanice iz ko$tane srZi te epitelne stanice mogu se transformirati u miofibroblaste
(47). Aktivacija HSC-a uzrokovana je direktnim o$tecenjem hepatocita pri cemu se oslobadaju
ROS i fibrogeni medijatori te posredstvom citokina koje luc¢e imunoloske stanice, Kuppferove
stanice i Th17 stanice (44, 48). Kupfferove stanice secerniraju IL-1, TNFa, kemokine ligande
2 i 5 (engl. chemokine ligand, CCL) koji uz aktivaciju HSC-a potiu regurgitaciju
proinflamatornih stanica §to doprinosi stvaranju fibroze (42). TGFp jedan je od najpotentnijih
profibrogenih citokina odgovoran za transformaciju HSC-a u miofibroblaste koji stvaraju ECM

sastavljen od kolagena I i 11l te fibronektina dok je u zdravoj jetri sastavljen od kolagena IV i



VI (43, 49). Progresivno oSteCenje jetre dovodi do promjena na sinusoidalnim epitelnim
stanicama koje gube fenestracije, dolazi do revaskularizacije i aktivacije HSC-a te sekrecije
vaskularnog endotelnog faktora rasta (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF) sto
potice angiogenezu koja dalje ima ulogu u karcinogenezi (43, 44, 45, 50). Stvaranje ECM-a
promijenjenog sastava utjece na niz signalnih puteva pri ¢emu dolazi do aktivacije faktora rasta
ukljucujuéi i TGFB te pospjeSuje epitelno-mezenhimalnu tranziciju (engl. epithelial-
mesenchymal transition, EMT) $to ima klju¢nu ulogu u malignoj transformaciji epitelnih

stanica i nastanku karcinoma (51).

Progresija fibroze i razvoj ciroze ocituje se promjenom jetrene i krvozilne arhitekture S
formiranjem jetrenih nodula okruzenih fibroznim septama. Fibrozne promjene u portalnim
prostorima rezultiraju venskim okluzijama, formiranjem porto-sistemskih shuntova te razvojem

portalne hipertenzije.

1.3.2. Patogeneza hepatocelularnoga karcinoma

Hepatociti u displasti¢nim nodulima izlozeni su dugotrajnom upalnom zbivanju te su fenotipski
promijenjeni i podlozni genetskim i epigenetskim promjenama koje ukljuuju mutacije
reverzne transkriptaze telomeraze (engl. telomerase reverse transcriptase, TERT) promotora,
kromosomske aberacije i metilacijske dogadaje ¢ime zapocinje njihova maligna transformacija
(52, 53). TERT mutacija jedna je od naj¢esc¢ih somatskih mutacija; odgovorna za regulaciju
duljine telomere i kljuéni je pokreta¢ karcinogeneze koja se nalazi se u 60-80% HCC-a (54,
55). Uz navedene TERT mutacije, u pokretace karcinogeneze ubrajaju se jo§ mutacije tumor
supresorskog gena p53 (engl. tumor supressor p53, TP53) i CTNNB1 koje se nalaze u oko 51%
malih HCC-a (55). Mutacije TP53 utje¢u na regulaciju stani¢nog ciklusa i popravak DNK, a
nalaze se u 15-40% HCC-a ovisno o etiologiji jetrene bolesti (56). Gubitkom funkcije tumor
supresora, mutacije TP53 poprimaju onkogenu funkciju povezanu s karcinogenezom, razvojem
rezistencije na kemoterapeutike i loSijom prognozom (57). CTNNBI mutacija za p-katenin
dovodi do poremecaja signalnog puta Wnt/p-katenin i nalazi se u 30-50% HCC-a (55). Wnt/j-
katenin signalni put odgovoran je za obnovu, diferencijaciju i proliferaciju tumorskih mati¢nih
stanica. Poremecaji u transkripciji f-katetnina kao kljuéne komponente ovog signalnog puta
odgovorni su za pokretanje rane karcinogeneze (58). Uz ove navedene, epigenetske
modifikacije, oksidativni stres i signalni putevi odgovorni za rast (IGF, EGF, FGF, PDGF) i

diferencijaciju stanica (Wnt/p-katenin, JAK/STAT, Notch) te putevi ovisni o tirozin kinazama
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(P13-K/AKT/MTOR i RAS/RAF) ¢ine glavne mehanizme koji su mutirani i odgovorni za
nastanak HCC-a (56, 57). Uz navedene mutacije koje pokrecu karcinogenezu, polimorfizmi
jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism, SNP) najéesce su genetske varijacije

koje razli¢itim mehanizmima utjecu na individualnu podloznost za razvoj HCC-a (60).

Epigenetske Alteracije
promjene molekularnih
puteva

Somatske
mutacije
Promjene

TERT promotor metilacije Wnt-B katenin

Tirozin kinaze
TP53 MikroRNA
CTNNB1 Remodelacija diLiaraf
kromatina

Modifikacija
histona
v v v

rani HCC

KRONICNI HEPATITIS FIBROZA CIROZA Hee

uznapredovali HCC

N 4

Genomska nestabilnost

Slika 3. Cimbenici koji utje¢u na razvoj i progresiju HCC-a. Progresija fibroze i razvoj ciroze mijenjaju jetrenu
arhitekturu formirajuéi displasticne nodule koji pod utjecajem genetskih i epigenetskih promjena maligno

transformiraju. Shema kreirana u BioRender.com.

1.3.3. Dijagnoza hepatocelularnoga karcinoma

Ukoliko se UZV-om verificira nodul > 1 cm u ciroti¢noj jetri, daljnja dijagnoza HCC-a
postavlja se prvenstveno morfoloskim kontrastnim metodama: viseslojnom kompjutoriziranom
tomografijom (engl. multislice computed tomography, MSCT) i/ili magnetskom rezonancom
(engl. magnetic resonance imaging, MRI) dok je biopsija jetre indicirana tek ukoliko su
morfoloske metode inkonkluzivne (1, 61). Intenzivno nakupljanje kontrasta u leziji u arterijskoj
fazi te ispiranje u venskoj i/ili odgodenoj fazi karakteristicno je za HCC (62). Najcesce
koriStena klinicka klasifikacija koja ukljucuje stadij HCC-a kao i funkciju jetre/stadij ciroze je
Barcelona klasifikacija (engl. The Barcelona Clinic Liver Cancer staging system, BCLC) koja
temeljem veliCine i broja lezija HCC-a te funkcije jetre odreduje modalitet lijeCenja (Slika 4.)
(63). Uz morfoloske karakteristike, tumorski marker AFP najcesce je koristen biomarker za

HCC. Ovisno o laboratoriju, graniéne vrijednosti za dijagnozu HCC-a su AFP 10-20 ng/mL pri



¢emu je senzitivnost 40-60% (64, 65). Iako se AFP klini¢ki Cesto Koristi u probiru rizi¢nih
pacijenata, vazno je napomenuti da ¢ak 80-90% malih HCC-a neée imati povisene vrijednosti
AFP-a kao niti 15-30% uznapredovalih HCC-a (1, 64, 65). PoviSene vrijednosti AFP-a
povezane su loSijom prognozom, rizikom od recidiva tumora nakon resekcije ili transplantacije,
loSijim odgovorom na lokoregionalnu terapiju te loSijim ukupnim prezivljenjem. HCC
dijagnosticiran u vrlo ranoj (BCLC 0) i ranoj fazi (BCLC A) moze se uspjesno lijeCiti
resekcijom, ablacijom ili transplantacijom jetre. HCC u stadiju BCLC 0 lijec¢en resekcijom ima
5-godiSnje prezivljenje 80-90% odnosno 70% za one lije¢ene radiofrekventnom ablacijom dok
je 5-godisnje prezivljenje za HCC stadija BCLC A lijeGenog resekcijom, transplantacijom ili
ablacijom 50-70% (1). Transplantacija jetre prva je linija lije¢enja za rani stadij HCC-a (BCLC
A) koji ukljucuje do 3 tumora veli¢ine do 3 cm uz narusenu funkciju jetre ili klinicki znacajnu
portalnu hipertenziju s gradijentom jetrenog venskog tlaka >10 mmHg (engl. hepatic venous
pressure gradient, HVPG) te izostanak znakova ekstrahepatalne diseminacije (3). Paralelno s
porastom incidencije, HCC postaje i jedna od vode¢ih indikacija za transplantacijsko lijecenje.

Samo u Europi 30-35% bolesnika na listi za transplantaciju ima HCC u cirozi jetre (1).

HCC u ciroti¢noj jetri
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. . . oc¢uvana jetrena funkcija zavrsni stadij jetrene
ocuvana j:tr/eriﬂmkcua PSO PS 1-2 funkcije PS 3-4
2-3 nodula
=3cm
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Slika 4. Barcelona klini¢ka klasifikacija za odredivanje stadija hepatocelularnoga karcinoma (BCLC).

HCC - hepatocelualarni karcinom Shema kreirana u BioRender.com



1.4. Genetski ¢imbenici rizika za pojavu hepatocelularnoga karcinoma u

alkoholnoj bolesti jetre

Gledajudi cijeli spektar ALD-a, tek manji dio bolesnika progredira do alkoholne ciroze od kojih
2,5-2,9% godisnje razvije HCC $to govori u prilog ¢injenici da samo prekomjerna konzumacija
alkohola nije jedini niti dovoljan ¢imbenik rizika (66, 67). Na razvoj HCC-a utje¢e niz okoli$nih
1 nasljednih ¢imbenika te genetske i epigenetske promjene. Koliko je znacajan genetski utjecaj
na razvoj spektra poremecaja uporabe alkohola (engl. alcohol use disorder, AUD) govore
rezultati istrazivanja Verhulsta i sur. koji su pokazali da je AUD u 50% slucajeva nasljedan dok
su istrazivanja na blizancima pokazala da je nasljednost alkoholne ciroze 21-67% te je tri puta
veca medu jednojajéanim blizancima (37, 68). Genetski ¢imbenici, uz brojne epigenetske
promjene, zajednickom interakcijom povecavaju osjetljivost pojedinca za razvoj ciroze i HCC-
a. lako je HCC jedan od vode¢ih malignoma, manje od 30% HCC-a u ALD-u verificira se kroz
programe probira $to moze objasniti Cinjenicu da samo postojanje ciroze kao kriterij za
ukljuéivanje u probir nije dovoljno te se sve vise istrazuju genetski ¢imbenici koji bi dodatno

objasnili taj rizik (6).

Medu genetske ¢imbenike rizika spadaju i SNP-ovi koji su odgovorni za vise od 90% alelnih
nepodudarnosti u genomu (69). SNP-ovi predstavljaju zamjenu samo jedne baze koja se moze
nalaziti u razli¢itim regijama gena ukljucuju¢i promotorske regije, egzone, introne te 5" ili 3'-
neprepisujuce regije (70). Vecina SNP-ova nalazi se u nekodirajuéim regijama te su
funkcionalno neutralni dok neki modificiraju ekspresiju gena i funkciju ¢ime utjecu na razlicite
bioloske puteve zbog Cega su SNP-ovi povezani s genetskom nasljednosti te individualnom
sklonos§¢u za razvoj HCC-a (60, 69).

Genetski ¢imbenici koji doprinose nastanku fibroze, jednog od klju¢nih mehanizama u
nastanku HCC-a, povezani su i s rizikom za HCC (44). Jedan od najviSe istrazivanih
pojedina¢nih genetskih ¢imbenika rizika je polimorfizam gena PNPLA3 rs738409 koji se u
studiji asocijacije na razini genoma (engl. genome-wide association study, GWAS) pokazao
kao ¢imbenik povezan s upalom i sadrzajem masti u jetri te podloznosti za razvoj nealkoholne
masne bolesti jetre (engl. nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD) (71). Daljnja istrazivanja
pokazala su da su polimorfizmi gena PNPLA3, TM6SF2 i MBOAT (engl. membrane bound O-
acyl transferase) genetski ¢imbenici koji modificiraju tijek bolesti u ALD-u i NAFLD-u buducéi
da imaju isti histoloski obrazac koji se o€ituje poremecenim metabolizmom lipida u jetri (37).

Istrazivanja povezanosti polimorfizma PNPLA3 i ALD-a pokazala su da je ovaj polimorfizam
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rizi¢ni ¢imbenik za razvoj cijelog spektra ALD-a ukljucujuéi i alkoholnu cirozu i HCC (72).
Kada je istrazivan njegov utjecaj na ALD u europskoj populaciji, ovaj polimorfizam pokazao
se kao najjaci nezavisni ¢imbenik rizika za razvoj alkoholne ciroze (73). PNPLA3 nasljedni je
¢imbenik koji utjeGe na progresiju ALD-a, a osobe koje konzumiraju alkohol i nositelji su
genotipa GG PNPLAS3 imaju poviSen rizik za razvoj ALD-a te su podloZne daljnjoj progresiji
bolesti prema cirozi i HCC-u (74). Danska studija na pacijentima s prekomjernom
konzumacijom alkohola pokazala je da su polimorfizmi PNPLA3 i TM6SF2 gena rizi¢ni
¢imbenici povezani s vi§im stupnjem fibroze te da se kombinacijom metaboli¢kih i genetskih
¢imbenika rizika moze predvidjeti uznapredovala fibroza (F>3) (75). Withfield i sur. pokazali
su da bolesnici koji kroni¢no konzumiraju velike koli¢ine alkohola imaju povecéan rizik za
nastanak ciroze ukoliko su nositelji polimorfizama PNPLA3 rs738409, SUGP1-M6SF2
rs10401969, HSD17B13 rs6834314, a rizik se dodatno povecava ukoliko imaju pridruzenu
Se¢ernu bolest (76). GWAS studija Bucha i sur. koja je ukljucila bolesnike s alkoholnom
cirozom u Njemackoj i Ujedinjenom Kraljevstvu potvrdila je povezanost polimorfizma
PNPLA3 s alkoholnom cirozom te identificirala dva dodatna rizi¢na polimorfizma: TM6SF2 i
MBOAT?7 (77). Novija GWAS studija na bolesnicima europskog podrijetla s alkoholnom
cirozom istaknula je da je za razvoj alkoholne ciroze uz prekomjernu konzumaciju alkohola
nuzno postojanje i genetskih ¢imbenika rizika medu kojima su istaknuli polimorfizme gena
PNPLAS3, AF2 rs374702773 (engl. Fas Associated Factor Family Member 2) i SERPINAl
rs28929474 dok nisu potvrdili povezanost s polimorfizmom MBOAT7 (78). Meta-analiza
Donga i sur. pokazala je povezanost ukupno 21 SNP-ova na 19 gena s HCC-om od ¢ega je samo
jedan polimorfizam (PNPLA3 rs738409) okarakteriziran kao snazno povezan s HCC-om dok
je kod ostalih polimorfizama povezanost s HCC-om ovisila o etni¢koj pripadnosti i etiologiji
jetrene bolesti (79). Uz PNPLAS3, polimorfizam TM6SF2 pokazao se kao ¢imbenik koji dodatno
doprinosi riziku za HCC u alkoholnoj cirozi (80). S druge strane, polimorfizam HSD17B13
(engl. 17-beta-hydroxysteroid dehydrogenase 13) protektivni je ¢imbenik za nastanak HCC-a
u ALD-u (81). Prva GWAS studija ucinjena na europskoj populaciji pacijenata s HCC-om na
podlozi ALD-a potvrdila je povezanost polimorfizama PNPLA3 i TM6SF2 gena s rizikom za
HCC te je identificirala jedan novi polimorfizam — WNT3A-WNT9A rs708113 koji ima
protektivno djelovanje (82). Polimorfizam WNT3A-WNT9A modulira imunoloski upalni
odgovor i sprjecava aktivaciju B-katenina §to smanjuje prevalenciju CTNNB1 mutacija koje se
nalaze u 50% HCC-a uzrokovanih alkoholom. Za razliku od PNPLA3 i TM6SF2, polimorfizam
WNT3A-WNT9A nije pokazao povezanost s jetrenom fibrozom zbog ¢ega se ¢ini da bi mogao

biti ¢imbenik koji specifi¢nije opisuje rizik za HCC samo u alkoholnoj cirozi (82). Recentna
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studija Bucha i sur., uz potvrdu povezanosti PNPLA3 i TM6SF2 s rizikom za HCC u alkoholnoj
cirozi, identificirala je polimorfizam TERT rs2242652 koji ima protektivno djelovanje na HCC
u alkoholnoj cirozi (83). Protektivno djelovanje TERT mutacije ocituje se produljenjem
telomera te regulacijom Wnt/B-katenin signalnog puta koji ima vaznu ulogu u alkoholom
induciranoj hepatokarcinogenezi (83). lako su svi navedeni polimorfizmi povezani s rizikom
za alkoholnu cirozu i/ili HCC nisu specifi¢ni samo za alkoholom uzrokovan HCC te se €ini da
nisu dovoljni za objasnjenje rizika. Kako bi bolje procijenili rizik za nastanak HCC-a istrazivan
je injihov zajednicki utjecaj. Gellert-Kristensen i sur. istrazivali su utjecaj polimorfizama gena
PNPLA3, TM6SF2 i HSD17B13 udruzenih u skor za procjenu genetskog rizika (engl. genetic
risk score, GRS) te su pokazali povezanost s do 12x vecim rizikom za cirozu te do 29x veéim
rizikom za HCC (84). U istrazivanju koje je ukljucilo pacijente s cirozom neovisno o etiologiji
i etnickoj pripadnosti koristen je GRS koji je uklju¢ivao polimorfizme gena PNPLA3,
MBOAT7, TM6SF2 i GCKR (engl. glucokinase regulator) te je pokazano da su pacijenti s
najvec¢om frekvencijom rizi¢nih alela imali dvostruko visi rizik za HCC. Takoder, kombinacija
ovog modela s od ranije poznatim rizicnim faktorima moze dodatno doprinijeti stratifikaciji
rizika (85). Navedena dva GRS-a ukljuéila su polimorfizme za koje je poznato da utjeCu na
metabolizam lipida te razvoj steatoze i fibroze jere te su pokazali povezanost s HCC-om ne
samo u alkoholnoj cirozi nego i u drugim etiologijama. Nahon i sur. istrazili su doprinos GRS-
a sastavljenog od ukupno sedam SNP-ova od kojih je Sest (PNPLA3, TM6SF2, HSD17B13,
APOE i MBOAT) vezano uz metabolizam lipida te jedan (WNT3A-WNT9A) ukljuc¢en u Wnt/p-
katenin signalni put koji se pokazao povezan s rizikom za HCC u alkoholnoj cirozi te su
zakljucili da primjena GRS-a, uz od ranije poznat klinicki model aMAP (engl. age, male,
albumin-bilirubin, platelets), tek skromno doprinosi procjeni rizika za HCC (86).

Dosada3nja istrazivanja pokusSala su identificirati cijeli niz biomarkera za HCC uzimajuéi u
obzir genetske, epigenetske, kromosomske, transkripcijske i druge mehanizme ukljucene u
onkogenezu no nijedan istrazivani biomarker nije se pokazao klini¢ki relevantan. U GWAS
studijama identificiran je velik broj SNP-ova povezanih s HCC-om no njihov utjecaj nije vezan
samo uz hepatokarcinogenezu niti je ta povezanost specifi¢na za pojedinu etiologiju jetrene
bolesti ili pojedinu etni¢ku grupu. Cini se da bi kombinacija vise SNP-ova udruzenih u GRS
mogla dodatno pridonijeti procjeni rizika no takvi modeli nisu pokazali dovoljnu specifi¢nost
ili klinicku primjenjivost. S obzirom na vrlo kompleksnu i multifaktorijalnu patogenezu HCC-
a, za preciznije razumijevanje genetskog rizika, potrebni su modeli koji ¢e ukljuciti vise

genetskih ¢imbenika ali i ¢imbenike vezane uz domacina i okolis (69).
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Slika 5. Genetski i ne-genetski ¢imbenici koji utjeCu na razvoj hepatocelularnoga karcinoma. HCC —

hepatocelularni karcinom. Shema kreirana u BioRender.com

1.4.1. PNPLAS3

PNPLA3 (engl. Patatin Like Phospholipase Domain Containing 3) gen poznat jo$ i kao
adiponutrin (ADPN) ili kalcij-nezavisna fosfolipaza A2-epsilon transmembranski je protein iz
porodice PNPLA obitelji smjesten na dugom kraku 22. kromosoma (22q13). Ljudski PNPLA3
gen visoko je eksprimiran u hepatocitima, adipocitima i HSC-ama. PNPLA3 ima enzimsku
funkciju triacilglicerol hidrolaze i acilglicerol transacetilaze te ima klju¢nu ulogu u odrzavanju
homeostaze metabolizma lipida. Polimorfizam PNPLA3 rs738409 C>G (PNPLA3 148M)
posljedica je zamjene citozina gvaninom te nepravilnog kodiranja metionina umjesto izoleucina
na poziciji 148 u 3. egzonu PNPLA3 gena. Ova mutacija rezultira smanjenjem funkcije
triacilglicerol hidrolaze te nakupljanjem lipida u hepatocitima sto doprinosi nastanku steatoze

jetre 1 pridruzenih bolesti.
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U normalnim uvjetima PNPLA3 gen nalazi se u lipidnim kapljicama hepatocita i HSC-a. U
hepatocitima je odgovoran za metabolizam triglicerida i ekskreciju lipoproteina vrlo niske
gustoce (engl. very low density lipoprotein, VLDL) dok u HSC-ama regulira hidrolizu estera
retinola 1 ekskreciju retinola. Mutacija PNPLA3 gena onemogucuje ove procese Sto dovodi do

nakupljanja triglicerida u hepatocitima i retinola u HSC-ama (Slika 6.).
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Slika 6. Funkcija PNPLA3 gena u hepatocitima i zvjezdolikim stanicama u normalnim uvjetima (A) i u
slu¢aju mutacije PNPLA3 gena (B). A) U normalnim hepatocitima PNPLA3 ima funkciju triacilglicerol
hidrolaze te metabolizira TAG i posreduje u sintezi i ekskreciji VLDL-a. U zvjezdolikim stanicama PNPLA3
hidrolizira retinil estere do retinola i pospjesuje ekskreciju retinola. B) U hepatocitima i zvjezdolikim stanicama s
mutacijom PNPLA3 onemogucena je hidroliza TAG-a i retinil estera §to rezultira nakupljanjem masnih kapljica u
stanicama. APOB — apolipoprotein B, ER — endoplazmatski retikulum, TAG — triacilglicerol, VLDL — lipoproteini

vrlo niske gusto¢e. Shema kreirana u BioRender.com

Polimorfizam PNPLAS3 rs738409 najvise je istrazivan u kontekstu NAFLD-a gdje je dokazana
njegova povezanost s rizikom za razvoj steatoze jetre. U GWAS studiji na bolesnicima s

histoloski utvrdenim NAFLD-om dokazana je povezanost ovog polimorfizma s cijelim
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spektrom bolesti koji ukljuCuje steatozu, stupanj steatohepatitisa i stadij fibroze jetre (87).
Genotip CC ima protektivno djelovanje dok genotipovi CG i GG povecavaju rizik za razvoj
steatoze koji je najveéi kod nositelja genotipa GG (88). Daljnja istrazivanja pokazala su snaznu
povezanost PNPLA3 s rizikom za razvoj steatoze, fibroze i ciroze te HCC-a ne samo u
kontekstu NAFLD-a nego i u ALD-u i kroni¢énom hepatitisu C (89, 90). S obzirom da mutacija
PNPLAZ3 gena dovodi do akumulacije lipida (triglicerida u hepatocitima i estera retinola u HSC-
ama) u jetri jasna je povezanost s razvojem steatoze jetre. S druge strane, nisu poznati to¢ni
mehanizmi kojim PNPLA3 utjeCe na razvoj fibroze i nastanak HCC-a. Mutacija PNPLA3 gena
dovodi do nakupljanja retinola u HSC-ama koje se u kroni¢nim bolestima jetre transformiraju
u miofibroblaste koji produciraju kolagen i druge proteine ECM-a odgovorne za razvoj fibroze.
Prilikom transformacije HSC-a u miofibroblaste dolazi do otpustanja retinola te se pretpostavlja
da upravo taj gubitak retinola doprinosi njihovoj daljnjoj aktivaciji te razvoju fibroze i jetrenog

oStecenja (89).

U kontekstu ALD-a, polimorfizam PNPLA3 povezan je s rizikom za progresiju bolesti prema
cirozi te nastanak HCC-a (74, 76, 92, 93, 94). Meta-analiza Salameha i sur. potvrdila je
povezanost polimorfizma PNPLAS3 s cijelim spektrom ALD-a koja se povecava paralelno sa
stupnjem jetrenog oSteéenja (72). Istrazivanje Mischitelli i sur. na talijanskoj populaciji
bolesnika s izoliranim ALD-om pokazala je znacajno visu ucestalost PNPLA3 polimorfizma
kod bolesnika s cirozom u komparaciji s bolesnicima bez ciroze. Temeljem tih rezultata, autori
su kreirali model za rano prepoznavanje ciroze jetre koji uz neke klini¢ke parametre koristi
polimorfizme PNPLA3 rs738409 i HSD17B13 rs72613567 (95). Temeljem brojnih do sada
provedenih istrazivanja polimorfizam PNPLA3 povezan je s ALD-om i HCC-om. Procjenjuje
se da je rizik za razvoj ciroze kod bolesnika koji su nositelji G alela 26,6%, a bolesnici s
alkoholnom cirozom i HCC-om c¢e$¢e su GG homozigoti (93). Istrazivanje provedeno na
europskoj populaciji bolesnika pokazalo je da je ovaj polimorfizam rizi¢ni ¢imbenik za pojavu
HCC-a u ALD-u kao i za pojavu HCC-a u jetri bez fibroze (FO-1) (94). Usporedbom bolesnika
s terminalnom fazom ALD-a koji su nositelji divljeg genotipa (CC) s nositeljima G alelela bilo
da su heterozigoti (CG) ili homozigoti (GG) vidjelo se da su ovi s rizicnim G alelom
konzumirali znacajno manje koli¢ine alkohola u jednakom vremenskom intervalu (96).
Istrazivanjem ovog polimorfizma kod bolesnika koji su kandidati za transplantacijsko lijeCenje
uoceno je da nositelji G alela imaju krace vrijeme do dekompenzacije te pojave hepatalne

encefalopatije kao i krace prezivljenje na listi za transplantaciju (96).
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1.4.2. EGF

Epidermalni faktor rasta (engl. epidermal growth factor, EGF) dio je obitelji peptidnih faktora
rasta — agonista za tirozin kinazne receptore (engl. receptor tyrosine kinases, RTK) koji se
nazivaju ErbB ili HER receptori. Receptor za epidermalni faktor rasta (engl. epidermal growth
factor receptor, EGFR) je tirozin-kinazni transmembranski receptor na epitelnim stanicama.
Vezanjem EGF za EGFR aktivira se signalni put koji je jedan od kljuénih regulatora stani¢ne
proliferacije, diferencijacije, migracije i prezivljenja te ima vaznu ulogu u brojnim bolestima,

posebice u nastanku karcinoma.

EGF obitelj dijeli se u tri kategorije faktora rasta, a EGF zajedno s TGFa, amfiregulinom i
betacelulinom spada u prvu kategoriju koja se veZze na EGFR. EGF nastaje iz svog prekursora,
transmembranskog glikoproteina, sastavljenog od ekstracelularnog, transmembranskog i
intracelularnog segmenta. Ekstracelularni dio se cijepa 1 oslobada proteolitickim djelovanjem
transmembranskih proteina iz porodice disintegrina i metaloproteinaza (engl. a disintegrin and
metalloproteinase, ADAMs). Takav aktivni EGF veze se za EGFR. RTK obitelj ¢ine 4
receptora: EGFR (ErbB1, HER1), ErbB2 (HER2), ErbB3 (HER3) i ErbB4 (HER 4) koji su
transmembranski glikoproteini i sastoje se od izvanstani¢ne domene na koju se veze ligand,
transmembranske domene, jukstamembranskog dijela te tirozin kinazne domene i C-
terminalnog kraja koji sadrzi tirozin. Vezanjem liganda za receptor dolazi do njegove homo- ili
hetero-dimerizacije te aktivacije tirozin-kinaze i fosforilacije C-terminalnog kraja $to dalje
pokrece niz signalnih puteva. Neki od signalnih puteva su: KRAS-BRAF-MEK-ERK put,
Ras/MAPK, fosfoinozitid 3-kinazni (P13K), fosfolipaza C/protein kinaza C (PLC/PKC), anti-
apoptoti¢ki kinazni (Akt) 1 STAT signalni put koji utje€u na stani€nu proliferaciju,

angiogenezu, migraciju, adheziju i prezivljenje (Slika 7.) (97, 98).
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Slika 7. EGF/EGFR signalni put. Vezanjem EGF za EGFR dolazi do homo- ili hetero-dimerizacije receptora,
aktivacije tirozin-kinaze i fosforilacije C-terminalnog kraja $to dalje pokrece niz signalnih puteva koji reguliraju
razli¢ite procese u stanici. EGF — epidermalni faktor rasta, EGFR — receptor za epidermalni faktor rasta . Shema

kreirana u BioRender.com

Prekomjerna ekspresija EGFR-a jedan je od dobro poznatih mehanizama u nastanku solidnih
tumora, a povezuje se s loSijim klini€kim ishodima, uznapredovalim stadijima tumora i
rezistencijom na kemoterapeutike. Prekomjerna ekspresija EGFR-a ima vaznu ulogu i u
nastanku HCC-a te stvaranju lokalnih kao i udaljenih metastaza. S druge strane, inhibicija RTK-
a jedan je od mehanizama u lijecenju HCC-a, dok su brojne mutacije EGFR-a odgovorne za
razvoj rezistencije na lijekove i daljnju progresiju tumora (99, 100). EGF/EGFR signalni put
poti¢e tumorske stanice na proizvodnju upalnih faktora (IL-8, IL-6, IL-1, CXCL-12) i
kemoatraktana CXCL5 i CXCLS8 koji privlace tumorske stanice i leukocite ¢ime se stvara
upalni mikrookoli$ koji podrZava daljnju proliferaciju, diferencijaciju i angiogenezu tumorskih
stanica. Tumorske stanice HCC-a autokrino proizvode EGF §to dovodi do prekomjerne

ekspresije EGF/EGFR 1 podrzava stvaranja upalnog mikrookolisa. EGF takoder povecava
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proliferaciju tumorskih stanica s niskim metastatskim potencijalom te pokrece stanice s niskim
1 visokim metastatskim potencijalom §to utjece na loSiju prognozu i prezivljenje bolesnika
(101). Istrazivanja na stani¢nim kulturama pokazala su da je EGF odgovoran za agresivniji

tumorski rast, invaziju i migraciju tumorskih stanica te vec¢u sklonost metastaziranju (102).

Polimorfizam EGF rs4444903 posljedica je zamjene adenozina (A) u gvanin (G) na 5" kraju
neprepisujuce regije EGF gena $to rezultira poviSenom tkivnom ekspresijom EGF-a. Ovaj
polimorfizam povezan je s rizikom za nastanak HCC-a za §to je odgovoran G alel dok A alel
ima protektivno djelovanje. Povezanost EGF s HCC-om istrazivana je u brojnim studijama na
razli¢itim populacijama te ovisi o etiologiji jetrene bolesti, etnickoj pripadnosti i prisutnosti
ciroze. Polimorfizam EGF rs4444903 pokazao se kao rizi¢ni ¢imbenik za nastanak HCC-a u
europskoj i azijskoj populaciji te kod bolesnika s cirozom i HCV infekcijom (103, 104, 105,
108). Meta-analiza Wanga i sur. pokazala je da nositelji G alela imaju 40% ve¢i rizik za razvoj
HCC-a u op¢oj populaciji dok se podanalizom prema etnickoj pripadnosti ovaj polimorfizam
pokazao kao rizi¢ni ¢imbenik za HCC u europskoj i azijskoj populaciji (106). Analizom
podgrupa ispitanika ovaj polimorfizam pokazao se kao rizi¢ni ¢cimbenik za HCC kod zdravih
pojedinaca te onih s cirozom i HCV infekcijom (106, 107, 108). U populaciji bolesnika s HCV
cirozom, genotipovi AG i GG povezani su s rizikom za klini¢ko pogorsanje, brze napredovanje
prema bolesti i loSije prezivljenje (109). Istrazivanje ucinjeno na bolesnicima s cirozom
neovisno o etiologiji pokazalo je da nositelji genotipa AG imaju 2,4X, a nositelji GG genotipa
4x veci rizik za nastanak HCC-a u odnosu na nositelje genotipa AA. U istoj studiji u¢injena je
podanaliza bolesnika s alkoholnom cirozom jetre s i bez HCC-a koja je pokazala da genotip
GG ima 2,9x ve¢i rizik za HCC u odnosu na genotip AA odnosno da je G alel znacajno povezan
s nastankom HCC-a (110). Ovo je jedino istrazivanje U kojem je istrazen utjecaj polimorfizma
EGF gena kod bolesnika s alkoholnom cirozom no podaci su limitirani ¢injenicom da se radi o
malom i nereprezentabilnom uzorku (121 bolesnik s alkoholnom cirozom od kojih 44 s HCC-

om) na uzorku iste rase i nacionalnosti.
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1.4.3. Notch signalni put

Notch signalni put visoko je o¢uvan signalni mehanizam prisutan u vi$estani¢nim organizmima
koji regulira stani¢nu proliferaciju, diferencijaciju i smrt, a prvi puta je otkriven u vinskoj
mugici, D. melanogaster. Cine ga Notch receptori i njihovi ligandi Delta i Serrate (u sisavaca
poznati jo§ kao Jagged) koji su transmembranski proteini. U sisavaca postoje Cetiri Notch
receptora, Notch1-4 te 5 liganda: delta sli¢ni ligandi 1, 3 i 4 (engl. delta-like ligand, DLL) i
JAG1 i 2 (engl. jagged). Svaki ligand ima odredenu funkciju; DLL1 upravlja stani¢cnom
diferencijacijom i medustanicnom komunikacijom, DLL3 indukcijom apoptoze suprimira
stani¢ni rast, DLL4 aktivira NF-«kB signalni put koji poti¢e sekreciju vaskularnog endotelnog
faktora rasta (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF) i tumorske metastaze, JAG1
potiCe angiogenezu dok JAG2 potie stani¢nu proliferaciju i prezivljenje. Interakcije izmedu
Notch receptora i njihovih liganda dogadaju se jukstakrino §to znaci da se ligandi na membrani
jedne stanice vezu na receptor na susjednoj stanici te se pokrece niz reakcija koje dovode do

pojacane ekspresije gena vezanih uz Notch.

Prekursor Notch receptora nastaje u endoplazmatskom retikulumu nakon ¢ega se transportira u
Golgijev aparat gdje se cijepa (S1 cijepanje) u heterodimere koji predstavljaju zrelu formu
Notch receptora koji se zatim transportiraju na stani¢nu membranu. Izvanstani¢na domena
receptora sastoji se od 29 do 36 EGF-sli¢nih ponavljajuéih sljedova i negativne regulacijske
regije (engl. negative regulatory region, NRR) koja sprjecava aktivaciju receptora u odsustvu
liganda. NRR sadrZi heterodimerizacijsku domenu koja je kljucna za S2 cijepanje, a na koju se

veze unutarstani¢na domena receptora (engl. Notch intracellular domain, NICD).

Vec¢ina Notch liganada sli¢ne su strukture kao i1 receptori. Radi se o transmembranskim
proteinima koji se sastoje od tri povezana strukturna motiva: N-terminalni DSL
(Delta/Serrate/LAG-2) motiv, DOS domena (engl. Delta and OSM-11-like proteins) i
ponavljaju¢i EGF-slican motiv. Ligandi su raspodijeljeni na membrani gdje mogu vezati
receptor, a postaju aktivni tek nakon ubikvitinilacije koju provode Neur (Neuralized) ili Mib
(Mindbomb).

Vezanjem liganda za Notch receptor dolazi do dva proteoliticka cijepanja tog receptora. U
prvom koraku cijepanje je posredovano metaloproteinazama ADAMs (S2 cijepanje) te dolazi
do odvajanja izvanstani¢nog dijela Notch receptora. Na ostatak receptora koji se naziva

skraceni izvanstani¢ni Notch (engl. Notch extracellular truncation, NEXT) i sastoji se od
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transmembranske i unutarstani¢ne domene djeluju y-sekretaze (S3 cijepanje). y-sekretaze
predstavljaju kompleks enzima koji sadrzi presenilin, nicastrin, PEN2 i APHI. Nakon drugog
cijepanja dolazi do oslobadanja NICD-e koja se dalje prenosi u jezgru stanice. NICD u jezgri
zajedno s DNK-vezuju¢im proteinima RBP-JK (poznati i kao CSL) i MAML ( engl.
mastermind-like) formira trojni kompleks koji dalje regurgitira druge koaktivatore i potice
transkrpciju ciljnih gena HES (engl. Hairy/Enhancer of Split) i HEY (engl. Heiry/Enhancer of
Split related to YRPW motif) (Slika 8.). To je takozvani kanonski Notch signalni put uz koji
postoji i nekanonski signalni put. U nekanonskom Notch signalnom putu dolazi do endocitoze
Notch receptora koji mogu biti vraceni nazad na membranu, razgradeni u lizosomu ili aktivirani
u endosomu §to predstavlja ligand-neovisnu aktivaciju receptora koja je klju¢na za razvoj T-
limfocita. U nekanonskom putu, NICD neovisno o CSL moze aktivirati niz signalnih puteva te
na taj nacin regulirati transkripciju ciljnih gena. Jedan od tako aktiviranih puteva je i NF-«xB, a
povezan je s razvojem kolorektalnog karcinoma, karcinoma dojke i cerviksa te mikrocelularnog
karcinoma pluc¢a (111, 112, 113, 114).

Izvanstanicni

prostor
Delta
Jagged

Notch
ADAM10

Nicastrin
/ Presenilin
™ APH-T
I S2 cijepanje I PEN-2
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______ | —_
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! p21
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Slika 8. Notch signalni put. Vezanjem liganda (Delta, Jagged) za Notch receptor dolazi do aktivacije Notch
receptora. U prvom koraku posredstvom metaloproteinaza ADAMI10 (S2 cijepanje) odvaja se izvanstani¢ni dio
receptora. U slijedecem koraku posredstvom y-sekretaza (S3 cijepanje) dolazi do odvajanja transmembranskog
(TM) i unutarstani¢nog dijela receptora (NICD) koji se prenosi u jezgru stanice gdje formira trojni kompleks s
DNK-vezuju¢im proteinima MAML i CSL te dalje poti¢e transkripciju ciljnih gena. Shema kreirana u

BioRender.com
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1.4.4. Notch signalni put u bolestima jetre

Notch signalni put ima klju¢nu ulogu tijekom fetalnog razvoja jetre, a istrazivanja posljednjih
godina sve viSe pokazuju da igra bitnu ulogu i u razvoju kroni¢nih jetrenih bolesti. Jedan od
poremecaja uzrokovan promjenama ovog signalnog puta je i Alagilleov sindrom; autosomno
dominantni poremecaj koji se oc¢ituje manjkom i strukturnim promjenama zu¢nih vodova, a
osim promjena u jetri moze se ocitovati 1 promjenama na bubrezima, skeletu, ofima, licu te
kardiovaskularnom sustavu. Alagilleov sindrom u 94-96% slucajeva uzrokuju mutacije JAGI
liganda, a samo 2-4% slucajeva uzrokuju mutacije Notch2 receptora (115). Mutacije JAG1
nalaze se u izvanstani¢nom dijelu ovog liganda koji se direktno veze za Notch2 receptor, a
najc¢esce se radi o velikim insercijama ili delecijama koje zahvacéaju pojedinaéne egzone ili cijeli
gen. U slucaju Notch2 mutacija radi se o0 manjim tzv. missense mutacijama koje se nalaze u
funkcionalnim motivima ovog receptora vaznim za JAG1-Notch2 interakciju (izvanstani¢na
EGF sli¢na ponavljanja) ili za interakciju Notch2 s transkripcijskim faktorima i regulaciju

ekspresije gena (unutarstani¢na ankyrin ponavljanja).

Notch signalni put ima vaznu ulogu u embrionalnom razvoju jetre jer regulira pretvorbu
hepatoblasta te daljnji razvoj bilijarnog stabla. Aktivacija Notch signalnog puta odgovorna je
za usmjeravanje jetrenih progenitorskih stanica u zu¢nu lozu dok Notch inaktivacija te stanice

usmjerava u hepatocitnu lozu (116).

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da Notch signalni put ima ulogu u nastanku jetrene fibroze.
U in vitro istrazivanjima dokazano je da HSC-e eksprimiraju Notch receptore (JAG1) $to ima
vaznu ulogu u daljnjoj aktivaciji i diferencijaciji tih stanica u miofibroblaste (117). Put od HSC-
a do miofibroblasta odvija se kroz tzv. epitelno-mezenhimalnu tranziciju (engl. epithelial-
mesenchymal transition, EMT) pri ¢emu epitelne stanice poprimaju mezenhimalni fenotip,
mijenjaju svoju citoskeletnu strukturu, gubi se ekspresija E-kadherina i apikalno-bazalni
polaritet stanica te one poprimaju fenotip miofibroblasta. Stalna izlozenost upali/stresu pokrece
EMT-u te daljnju proliferaciju fibroblasta, a glavni pokreta¢ tog procesa je TGFp. Notch
signalni put direktno utjece na EMT-u putem svoje NICD domene te poti¢e ekspresiju
mezenhimalnih markera, kolagena i vimentina odnosno indirektno na nac¢in da regulira EMT-u
preko drugih signalnih puteva; TGFp, NF-kB i B-katenina (118). U aktivnim HSC-ama prisutna
je visoka ekspresija JAG1 liganda te Notch2 i Notch3 receptora dok je smanjena ekspresija

Notchl receptora i Numb proteina $to podrzava napredovanje jetrene fibroze (Slika 9.) (119).
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Slika 9. Ekspresija Notch receptora u inaktivnim i aktivnim zvjezdolikim stanicama jetre. U aktivnim
zvjezdolikim stanicama prisutna je visoka ekspresija JAG1 liganda te Notch2 i Notch3 receptora dok je smanjena
ekspresija Notchl i Numb. Vezanjem JAGI liganda na Notch receptor oslobada se NICD koja potice transkripciju
ciljnih gena koji dalje aktiviraju HSC-¢ i poti¢e razvoj fibroze u jetri. HSC — jetrena zvjezdolika stanica, NICD —

Notch unutarstani¢na domena Shema kreirana u BioRender.com

Notch signalni put ukljucen je i u nastanak HCC-a. Dosadasnja istrazivanja na animalnim
modelima kao i na bolesnicima s HCC-om pokazala su povisenu ekspresiju Notch 1, Notch 3,
Notch 4 i JAG1 u tumorskom tkivu (120). Prekomjerna ekspresija Notch3 prisutna je u oko
78% HCC-a. PoviSena ekspresija Notch3 u HCC-u rezultira poviSenom ekspresijom HES1
gena, a utjece i na regulaciju razine p53 gena te se povezuje s agresivnijim tumorskim rastom,
izbjegavanjem apoptoze, vaskularnom invazijom, progresijom HCC-a i stvaranjem metastaza
(121, 122, 123). Notch3 kao i Notchl imaju sli¢ne uloge u kontekstu HCC-a i oba gena
odgovorna su za invaziju, metastaziranje i progresiju tumora te losije ukupno prezivljenje (124).
Notch3 povezan je s razvojem rezistencije na sorafenib te se inhibicija Notch3 pokazala kao

ucinkovit mehanizam kojim se moze povecati uéinkovitost lijeka (125). lako su brojna
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istrazivanja na animalnim i ljudskim modelima dokazala povezanost Notch signalnog puta s
nastankom HCC-a, malo je podataka o specifiénom utjecaju polimorfizma NOTCH3 rs1043996
gena. U istrazivanju na kineskoj populaciji bolesnika s HBV infekcijom i histoloski dokazanim
HCC-om dokazana je poviSena ekspresija Notch3 u tumorskom tkivu te povezanost
polimorfizma NOTCH3 rs1043996 s loSijim ukupnim prezivljenjem pri ¢emu je A alel

protektivan dok je G alel odgovoran za povisen rizik (126).
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2. HIPOTEZA

Polimorfizmi pojedinih nukleotida gena PNPLA3 (rs738409), NOTCH3 (rs1043996) i EGF
(rs4444903) rizi¢ni su ¢imbenici za razvoj HCC-a u alkoholnoj cirozi jetre, kao i za razvoj

recidiva HCC-a nakon transplantacije jetre.
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3. CILJEVI RADA

3.1. Opdi cilj

Istraziti povezanost polimorfizama gena PNPLA3 rs738409, NOTCH3 rs1043996 i EGF
rs4444903 s rizikom pojave HCC-a u populaciji pacijenata transplantiranih zbog alkoholne

ciroze jetre.

3.2. Specificni ciljevi:

1. Odrediti ucestalost polimorfizama gena PNPLA3, EGF i NOTCH3 u pacijenata s alkoholnom

cirozom.

2. Odrediti uéestalost polimorfizama gena PNPLA3, EGF i NOTCH3 u pacijenata s alkoholnom
cirozom i HCC-om.

3. Istraziti povezanost polimorfizama gena PNPLA3, EGF i NOTCH3 s pojavom HCC-a medu

pacijentima s alkoholnom cirozom.

4. Istraziti povezanost ostalih rizi¢nih ¢imbenika s pojavom HCC-a medu pacijentima s
alkoholnom cirozom te utvrditi jesu li polimorfizmi gena PNPLA3, EGF i NOTCH3 neovisni
riziéni ¢imbenici.

5. Istraziti povecava li kombinacija polimorfizama gena PNPLA3, EGF i NOTCH3 rizik za
HCC.

6. Istraziti postoji li povezanost polimorfizama gena PNPLA3, NOTCH3 i EGF s rizikom za

recidiv HCC-a nakon transplantacije jetre.

7. Istraziti povezanost ostalih rizicnih ¢imbenika (broj i veli¢ina tumora, vrijednosti AFP-a,
histoloSke karakteristike tumora) s recidivom HCC-a nakon transplantacije jetre te utvrditi jesu

li ovi polimorfizmi neovisni rizi¢ni ¢imbenici.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno u obliku retrospektivne studije na skupini od 260 bolesnika lijecenih
transplantacijom jetre u KB Merkur zbog zavrsne faze alkoholne bolesti jetre/alkoholne ciroze
i HCC-a. Od navedenih 260 bolesnika, njih 132 imalo je alkoholnu cirozu dok je njih 128 uz
alkoholnu cirozu imalo i HCC. Od uklju¢enih 260 bolesnika, 253 lijeceno je kadavericnom
transplantacijom jetre dok je preostalih 7 evaluirano za transplantaciju no ista nije u€injena jer
su bili su izvan Milanskih i San Francisco (engl. the University of California San Francisco,
UCSF) kriterija. Ispitanici su bili grupirani prema spolu i dobi. LijeCenje transplantacijom
provedeno je izmedu 2009. 1 2021. godine te su svi ispitanici prac¢eni do 2023. godine, odnosno
najmanje dvije godine nakon transplantacije radi evaluacije ranog recidiva HCC-a.

Ukljuéni kriteriji bili su: dob starija od 18 godina, izolirana alkoholna bolest jetre, histoloski

verificiran HCC u skupini bolesnika s karcinomom.

Iskljuéni kriteriji bili su: pridruZene bolesti jetre (virusne/metabolicke/autoimune), prisutnost
tumora nekog drugog sijela osim jetre, anamneza o ranijem lije¢enju od maligne bolesti,
prethodno ucinjena transplantacija solidnog organa ili multiorganska transplantacija,

komorbiditet koji bi bio kontraindikacija za lijeCenje transplantacijom.

Za prikupljanje anamnestickih podataka, laboratorijskih podataka, podataka o etiologiji jetrene
bolesti te podataka 0 HCC-u koristena je medicinska dokumentacija dostupna u bolnickom
informacijskom sustavu. Klasifikacija HCC-a unutar Milanskih ili UCSF kriterija temeljena je
na patohistoloskim nalazima eksplantirane jetre iz kojih su dobiveni podaci o broju 1 veli¢ini
lezija, prisutnosti angioinvazije te prisutnosti pozitivnih limfnih ¢vorova. Pacijentima koji nisu
lijeceni transplantacijom ucinjena je biopsija jetre te je HCC histoloski verificiran. Za potrebe
odredivanja istrazivanih polimorfizama, ispitanicima je nakon potpisivanja informiranog
pristanka za sudjelovanje u istraZivanju, tijekom redovnih kontrola, izvadena dodatna epruveta
venske krvi (3-5 mL krvi) koja je pohranjena na -80°C do izolacije deoksiribonukleinske
kiseline (engl. deoxyribonucleic acid, DNK). Pohrana uzoraka, izolacija DNK te odredivanje
polimorfizama istrazivanih gena ucinjeni su u Laboratoriju za molekularnu imunologiju pri

Hrvatskom institutu za istraZivanje mozga.
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uzorak krvi (3-5 ml)

tijekom redovnih kontrola

pohranjivanje krvi na Q
-80°C o
250 bolesnika PHD ‘ > recidiv
>18. god. eksplantirane HCC
s T) radi AC jetre 0 6 12 18 24 mj
W iZOIaCija -
(PureLink® Genomic DNA Mini Kit)
demografski broj lezija
klinicki velicina lezija
laboratorijski angioinvazija PNPLA3 ?
podaci limfni &vorovi L. . rs738409
metastaze analiza jednonukleotidnih

polimorfizama- SNP EGF povezanost
rs4444903
(TagMan SNP eseji) sliae

NOTCH3
rs1043996

Slika 10. Plan istrazivanja. Istrazivanje je ukljucilo bolesnike s TJ zbog alkoholne ciroze s ili bez HCC-a kojima
je uzorkovana krv za izolaciju DNK i analizu polimorfizama gena PNPLA3, EGF i NOTCH3, nakon &ega je
analizirana njihova povezanost s rizikom pojave HCC-a te rizikom za rani recidiv HCC-a. Dijagnoza i stadij HCC-
a temeljena je na patohistoloskom nalazu eksplantirane jetre. AC — alkoholna ciroza, DNK — deoksiribonukleinska

kiselina, HCC — hepatocelularni karcinom, SNP polimorfizam pojedinog nukleotida, TJ — transplantacija jetre

4.2. Kemikalije i uredaji
U istrazivanju su koriSteni sljedeci reagensi 1 uredaji:

- kit za izolaciju DNK iz krvi: QIAGEN QIlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Venlo,
Nizozemska, kataloski broj: 51106

- TagMan genotipizacijski esej za analizu genskih polimorfizama (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, SAD, kataloski broj: 4351379, detalji su prikazani u Tablici 3.)

- mjeSavina potrebna za PCR reakciju (TagMan™ Genotyping Master Mix, kataloski broj;
4371355)

- potro$ni materijal i manja oprema: rukavice, epruvete za PCR, sterilni nastavci za pipetu PCR

Cistoce, pipete, PCR plocice od 96 bunariéa, centrifuge

- apsolutni etilni alkohol
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- Spektrofotometar NanoDrop ND1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
SAD)

- uredaj za PCR ABI PRISM 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster
City, Kalifornija, SAD)

- ra¢unalni program Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR Software (Applied Biosystems,
Foster City, Kalifornija, SAD)

4.3. lzolacija deoksiribonukleinske kiseline

Deoksiribonukleinska kiselina ekstrahirana je iz uzorka pune krvi (200 pL) koristeci
komercijalno dostupni proizvod QIAGEN QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Venlo,
Nizozemska, kataloski broj: 51106) prema uputi proizvodaca. Ukratko: na dno epruvete za
polimeraza lan¢anu reakciju (engl. polymerase chain reaction, PCR) najprije je ispipetirano 20
mikrolitara proteaze, a zatim je dodano 200 mikrolitara krvi. Uzorci su promijesani na
elektri¢noj mijesalici (vorteks) nakon ¢ega je dodano 200 mikrolitara pufera za liziranje stanica
(engl. lysing buffer). Uzorci su zatim inkubirani 10 minuta na 56°C nakon ¢ega je dodano 200
mikrolitara apsolutnog etanola te je sadrzaj ponovno promijesSan na vorteksu. Sadrzaj epruvete
je zatim prebacen u kolumnu za izolaciju DNK smjeStenoj unutar epruvete za prikupljanje te
centrifugiran (6000 g, 1 min). Nakon centrifugiranja epruveta za prikupljanje je zajedno sa
sadrzajem bacena, a kolumna u kojoj se nalazi DNK je prebaena u novu epruvetu za
prikupljanje. Dodano je 500 mikrolitara pufera za ispiranje 1 (engl. washing buffer 1) i sadrzaj
je ponovno centrifugiran (6000 g, 1 min) te je kolumna u kojoj se nalazi DNK ponovno
prebacena u novu epruvetu za prikupljanje dok je upotrebljena epruveta za prikupljanje bacena.
Dodano je 500 mikrolitara pufera za ispiranje 2 (engl. washing buffer 2) i sadrzaj je ponovno
centrifugiran (20000 g, 3 min). Epruveta za prikupljanje je zajedno sa sadrZzajem bacena, a
kolumna u kojoj se nalazi DNK je prebacena u epruvetu za PCR od 1,5 mL. Dodano je 80
mikrolitara otopine za otapanje (engl. elution buffer), nakon 5 minuta inkubacije na sobnoj
temperaturi sadrzaj je centrifugiran (6000 g, 1 min) te je DNK otopljena u puferu dospjela u
epruvetu za PCR. Koncentracija i kvaliteta DNK odredena je koriste¢i NanoDrop ND1000
spektrofotometar mjerenjem apsorbancije na 260 nm, a kao pokazatelji kvalitete i Cistoce
izolirane DNK koristeni su omjeri 260/230 i 280/260 (Slika 11.). Svi uzorci bili su pohranjeni
na -20°C do analize SNP-ova gena PNPLA3, EGF i NOTCH3.
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Slika 11. Mjerenje koncentracije izolirane DNK na spektrofotometru NanoDrop ND1000. Izolirana je DNK
zadovoljavajuce koncentracije (60,6 ng/uL i kvalitete (260/280 = 1.92, 260/230 =1,88). Za potrebe odredivanja

koncentracije iskoristen je 1puL uzorka, a kao slijepa proba koriStena je otopina za razrijedivanje.

4.4. Odredivanje jednonukleotidnih polimorfizama gena kvantitativhom
lan¢anom reakcijom polimeraze

Izolirana genomska DNK analizirana je za kvantitativnu PCR na uredaju ABI PRISM 7500
Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija, SAD).

Polimorfizmi gena PNPLA3 rs738409, EGF rs4444903 i NOTCH3 rs1043996 odredivani su
PCR reakcijama koriste¢i komercijalno dostupne setove kemikalija TagMan Assay (Applied
Biosytems) prema uputama proizvodaca. U tablici su prikazani koristeni TagMan eseji za svaki

od analiziranih polimorfizama (Tablica 1.).
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Tablica 1. Koristeni TagMan eseji za genotipizaciju.

SNP ID Gen Broj eseja Ocekivani MAF
rs738409 C>G PNPLA3 C__ 7241 10 22.5%
rs4444903 A>G EGF C__27031637_30 39 %

rs1043996 A>G NOTCH3 C_ 22275447 10 31 %

Podatak za MAF pronaden je u internetskoj bazi podataka SNP database, dostupnoj preko poveznice:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp. Uzet je podatak za europsku populaciju.

EGF — epidermalni faktor rasta, MAF — ucestalost slabije zastupljenog alela, PNPLA3 — protein 3 koji sadrzi

domenu fosfolipaze u obliku patatina, SNP — polimorfizam jednog nukleotida. ,

Za svaki uzorak izolirane DNK pripremljeno je 40 pL uzorka DNK koncentracije 4 ng/puLL

koriste¢i sljedecu formulu.
V uzorka (uL) =200 / izmjerena koncentracija DNK u uzorku
V ciste vode (uL) =40 - V uzorka (uL)

Za izvodenje PCR-a zatim je pripremljena dovoljna koli¢ina otopine koja je po svakom od
analiziranih uzoraka sadrzavala 12,5 pLL. TagMan-ovog master mixa za genotipizaciju, 1,25 pL
odgovaraju¢eg TagMan-ovog eseja (20X) 1 11,25 pL ciste vode (koja je slobodna od
nukleinskih kiselina). U svaki bunari¢ na PCR plo¢ici ispipetirano je 20 uL ove otopine i 5 uL
uzorka (20 ng DNK) za genotipizaciju.

TagMan Assay sastoji se od para specificnih zaCetnika i probe za Specificno prepoznavanje
alela. Proba koja se nalazi na 5’kraju naziva se jos i reporter te ima fluorescentnu boju 6-FAM
(6-karboksifluorescein) koja odasilje svjetlost valne duljine 517 nm ili VIC (VIC-fosforamidit)
koja emitira svjetlost valne duljine 543 nm, dok se na 3" kraju nalazi hvata¢ fluorescencije (engl.
nonfluorescent quenchers, NFQ) koji pod odredenim uvjetima hvata fluorescenciju od reportera
s 5'kraja. Kada se tijekom reakcije odvoje reporter 1 hvata¢ fluorescencije dolazi do stvaranja
signala koji aparat moze detektirati. Tijekom samog procesa dolazi do vezanja zacetnika te se
zapocinje novi proces amplifikacije DNK tj. stvaranje novog komplementarnog lanca DNK pri

¢emu zacetnik nailazi na probu koju cijepa te dolazi do odvajanja reportera s fluorescentnom
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bojom 1 hvataca §to dovodi do porasta fluorescencije koji detektira uredaj, a isto se ponavlja sa

svakim novim ciklusom.

Za svaki gen koriStena su dva seta s istim zaCetnicima i po dvije probe oznacene razli¢itim
fluorescentnim bojama koje su specifi¢ne za svaku testiranu mutaciju. Svaka reakcija ucinjena

je u duplikatu.

PCR-amplifikacija ucinjena je na ploCicama s 96 bunariCa s pozitivnim i1 negativnim
kontrolama. Uzorci izolirane genomske DNK, TagMan Assay set (s dvjema fluorescentnim
probama) i set kemikalija za PCR (TagMan Genotyping Master Mix) inkubirani su na 50°C
tijekom 2 minute kako bi se aktivirao enzim uracil N-glikozilaza nakon ¢ega su inkubirani na
95°C kako bi se enzim uracil N-glikozilaza inaktivirala te aktivirala DNK polimeraza. Dalje je
ucinjeno 40 ciklusa tijekom kojih su se uzorci inkubirali: 15 sekundi na 95°C 1 60 sekundi na

60°C.

Nakon uc¢injenog PCR-a napravljena je analiza uzoraka koriste¢i program Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR Software. Prema koli¢ini detektiranih fluorescentnih boja 6-FAM i VIC
uzorci su razvrstani na homozigote za pojedini alel (u slu¢aju detekcije samo 6-FAM odnosno
samo VIC) i na heterozigote (u slu¢aju podjednake detekcije 6-FAM i VIC). Za razvrstavanje
je najprije koriStena automatska metoda, a u rijetkim situacijama (<1% svih analiziranih
uzoraka) uzorak je razvrstan ru¢no prema smjesStaju na grafu uz dodatnu provjeru duplikata.
Graficki prikaz rezultata dobivenih za svaki od analiziranih polimorfizama prikazan je na
slikama 12., 13. i 14.
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Slika 12. Alelno razlikovni graf za genotipizaciju polimorfizma gena PNPLA3 rs738409 C>G. Na x-o0si
prikazan je alel C koji je imao fluorescentnu boju VIC, a na y-osi alel G s fluorescentnom bojom FAM. Uzorci s
genotipom GG prikazani su plavim to¢kama, genotip CG prikazan je zelenim, a uzorci s genotipom CC crvenim
to¢kama. Crni kvadrati¢ prikazuje uzorak u koji nije dodana DNK. Jedan uzorak (oznacen s x) ru¢no je razvrstan

u heterozigote (dodatno potvrdeno analizom duplikata).

Istrazivani SNP-ovi gena PNPLA3, EGF i NOTCH3 odabrani su na temelju podataka iz mape
haplotipova humanog genoma (HapMap) dostupne na mreznoj stranici proizvodaca

(https://www.thermofisher.com/order/genome-

database/?pearUXVerSuffix=pearUX2&elcanoForm=true#!/genotyping/assays/genotyping al
1/?keyword=pnpla3%20rs738409 ) te podataka iz NCBI SNP baze podataka dostupne na

mreznoj stranici (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). Odabrani su polimorfizmi kod kojih je

prisutnost slabije zastupljenog alela (engl. minor allele frequency, MAF) bila >20% u europskoj
populaciji, a koji su temeljem prethodnih istrazivanja pokazali povezanost s rizikom za razvoj

alkoholne ciroze i HCC-a.

32


https://www.thermofisher.com/order/genome-database/?pearUXVerSuffix=pearUX2&elcanoForm=true#!/genotyping/assays/genotyping_all/?keyword=pnpla3%20rs738409
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/?pearUXVerSuffix=pearUX2&elcanoForm=true#!/genotyping/assays/genotyping_all/?keyword=pnpla3%20rs738409
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/?pearUXVerSuffix=pearUX2&elcanoForm=true#!/genotyping/assays/genotyping_all/?keyword=pnpla3%20rs738409
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/

29

big

Allele 2

09

04

0.4 og 1.4 1.8 2.4
Allele 1

Slika 13. Alelno razlikovni graf za genotipizaciju polimorfizma gena EGF rs4444903 A>G. Na x-0si prikazan
je alel A koji je imao fluorescentnu boju VIC, a na y-osi alel G s fluorescentnom bojom FAM. Uzorci s genotipom
GG prikazani su plavim toc¢kama, genotip AG prikazan je zelenim, a uzorci s genotipom AA crvenim to¢kama.

Crni kvadrati¢ prikazuje uzorak u koji nije dodana DNK. Svi uzorci su uspjesno razvrstani automatski.
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Slika 14. Alelno razlikovni graf za genotipizaciju polimorfizma gena NOTCH3 rs1043996 A>G. Na x-osi

prikazan je alel A koji je imao fluorescentnu boju VIC, a na y-osi alel G s fluorescentnom bojom FAM. Uzorci s

genotipom GG prikazani su plavim tockama, genotip AG prikazan je zelenim, a uzorci s genotipom AA crvenim

to¢kama. Crni kvadrati¢ prikazuje uzorak u koji nije dodana DNK.
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4.5. Statisticka analiza

Za statisticku analizu podataka koriSten je raCunalni program Statistica (verzija 10).
Kontinuirane varijable prikazane su kao medijan s interkvartilnim rasponom (engl. interquartile
range, IQR) ili kao srednja vrijednost + standardna devijacija (engl. standard deviation, SD)
dok su za komparaciju ovih varijabli koristeni Mann-Whitney / Kruskal-Wallis test ili Student's

t-test / ANOVA. Kategori¢ke varijable komparirane su koriste¢i hi-kvadrat test.

Ucestalost genotipova svih polimorfizama testirana je Hardy-Weinbergovim principom
odnosno jednadzbom. Za analizu genotipova korisSten je dominantni, recesivni, kodominantni i

log-aditivni model.

Za korekciju viSestruke usporedbe, izraCunata je minimalna razina stope laznog otkrivanja

(Storey's q) te su rezultati s p < 0,05 i q < 0,05 smatrani statisti¢ki znac¢ajnima.

Multipla logisti¢ka regresija koriStena je za procjenu nezavisnih ¢imbenika povezanih s

nastankom alkoholne ciroze i HCC-a.

Za statistiCke analize koriSteni su besplatni mrezno dostupni programi: SNPStats

(http://biocinfo.iconcologia.net/snpstats) i R (A language and environment for statistical

computing, R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) dok je za izradu grafi¢kih
podataka koriSten program GraphPad Prism verzija 6 za Windows (GraphPad Software Inc.,
La Jolla, Kalifornija, SAD).
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5. REZULTATI

5.1. Demografska obiljezja, laboratorijski i patoloSki nalazi pacijenata

ukljucenih u istrazivanje

Tijekom istrazivanja ukljuceno je ukupno 260 pacijenata od kojih je 132 (50,8%) imalo ALD
bez razvijenog HCC-a §to je potvrdeno patohistoloskim pregledom eksplantirane jetre prilikom
transplantacije, a 128 (49,2%) pacijenata imalo je razvijeni HCC. HCC je u 121 pacijenta
potvrden patohistoloskim pregledom eksplantirane jetre, a u 7 pacijenata kojima nije u¢injena

transplantacija, HCC je potvrden patohistoloskom analizom tkiva dobivenog biopsijom jetre.

Skupina pacijenata s HCC-om bila je nesto starija od skupine pacijenata koja nije imala HCC
te je medijan dobi s interkvartilnim rasponom iznosio 61,5 (57-67,5) godina odnosno 61 (56-
65) godina u skupini koja nije imala HCC. Medu skupinama nije bilo statisticki znacajne razlike
(p=0,258, Mann-Whitneyev test za nezavisne uzorke, Tablica 2.). U objema skupinama
pacijenata znacajno je veci udio muskaraca te je ukupno u studiju bilo ukljuc¢eno 233 (89,6%)
muskaraca. Udio muskih pacijenata u skupini s HCC-om bio je 91,4%, a u skupini bez HCC-a
bilo je 87,9% muskaraca te nije bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu skupina (p= 0,351, hi-

kvadrat test, Tablica 2., Slika 15.).

Analiza laboratorijskih nalaza pokazala je da je skupina pacijenata s HCC-om imala statisti¢ki
znacajno veéu koncentraciju AFP-a 7,3 (4,3-20,7) nmol/L (medijan s interkvartilnim
rasponom) nego skupina pacijenata bez HCC-a s koncentracijom AFP-a 3,8 (2,9-5,35)
(p<0,001, Mann-Whitneyev test). Takoder, skupina pacijenata s HCC-om imala je statisticki
znacajno veéu serumsku vrijednost ALT-a 32 (24-45) IU/L u usporedbi sa skupinom bez HCC-
a u kojoj je vrijednost ALT-a iznosila 23 (18,5-33) IU/L (p<0,001, Mann-Whitneyev test).
Aktivnost AST-a bila je sli¢na izmedu skupina te nije pronadena statisticki znacajna razlika: 47
(36-63) u skupini bez HCC-a u usporedbi s 50 (39-70) u skupini s HCC-om (p=0,92, Mann-
Whitneyev test). Skupina pacijenata bez HCC-a imala je statisticki znacajno vecu koncentraciju
kreatinina 91 (66—127) umol/L od skupine pacijenata s HCC-om 79 (63—101) umol/L (p=0,011,
Mann-Whitneyev test, Tablica 2., Slika 16.).
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Patohistoloska analiza HCC-a pokazala je da je prosjecna veli¢ina karcinoma bila 34,15 + 19,84
mm. Medu pacijentima S HCC-om kojima je transplantirana jetra, njih 63 (52,1%) bilo je unutar
Milanskih kriterija, a 58 (47,9%) ih je bilo izvan Milanskih kriterija. Angioinvazija je bila
prisutna u 45 (37,2%) slucajeva, a 76 (62,8%) ih je bilo bez angioinvazije.
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Tablica 2. Demografska i klinicka obiljeZja pacijenata ukljucenih u istrazivanje.

ALD ALD + HCC P vrijednost
N 132 128 --
dob (godine) 61 (56-65) 61,5 (57-67,5) 0,258
spol mugki | 116 (87,9%) 117 (91,4%) 0,351
enski 16 (12,1%) 11 (8,6%)
ALT (IU/L) 23 (18,5-33) 32 (24-45) <0,001
AST (IU/L) 47 (36-63) 50 (39-70) 0,92
Kreatinin (pmol/L) 91 (66-127) 79 (63-101) 0.011
Trombociti (x10%/L) 87 (66,5-136,5) 93 (69-125) 0,84
AFP (nmol/L) 3,8 (2,9-5,35) 7,3 (4,3-20,7) <0,001
Veli¢ina tumora (mm) 34,15+ 19,84 -
Transplantacija jetre da | 132 (100%) 121 (94,6%) -
ne 7 (5,4%)
Angioinvazija da 45 (37,2%) -
ne 76 (62,8%)
Milanski kriteriji unutar 63 (52,1%) -
izvan 58 (47,9%)

Za kontinuirane varijable podaci prikazuju medijan s interkvartilnim rasponom, a razlika izmedu skupina ispitana
je uporabom Mann-Whitneyevog testa. Za kategoricke varijable prikazani su broj pacijenata i postotak, a razlika

izmedu skupina ispitana je uporabom hi-kvadrat testa.

AFP — alfa-fetoprotein, ALD — alkoholna bolest jetre; ALT — alanin aminotransferaza, AST — aspartat

aminotransferaza, HCC — hepatocelularni karcinom.
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Slika 15. Prikaz zastupljenosti pacijenata u skupinama po spolu. Prikazan je broj i postotak, a p vrijednost

izraCunata je hi-kvadrat testom. ALD — alkoholna bolest jetre, HCC — hepatocelularni karcinom.
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Slika 16. Laboratorijski nalazi pacijenata za skupinu bolesnika s alkoholnom bolesti jetre koji nisu imali
HCC (crno) i za skupinu koja je imala HCC (crveno). Prikazani su medijan i interkvartilni raspon, a p vrijednost
izracunata je Mann-Whitneyevim testom. ALT — alanin aminotransferaza, AST — aspartat aminotransferaza, AFP

— alfa-fetoprotein, ALD — alkoholna bolest jetre, HCC — hepatocelularni karcinom.
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5.2. Analiza ucestalosti polimorfizma gena PNPLAS3 rs738409

Prikupljena DNK uspjesno je genotipizirana PCR analizom kao $to je prikazano na alelno

razlikovnom grafu u Materijalu i metodama (Slika 12.).

U ukupnoj populaciji pacijenata ucestalost manje zastupljenog alela (MAF) G bila je 45%, a
cesce zastupljenog alela C 55%. Raspodjela po genotipu pokazala je da su 82 pacijenta (31,5%)
bila homozigoti za alel C (CC), dok su 122 (46,9%) pacijenta bila heterozigoti CG, a 56 (21,5%)
pacijenata je imalo GG genotip. Statisticki je ova raspodjela bila u skladu s pretpostavljenom
Hardy-Weinbergovom raspodjelom te nije pronadeno statisticki znacajno odstupanje od

oc¢ekivane raspodjele (p=0,45, Slika 17.).

U skupini pacijenata koji nisu imali HCC genotip CC je imalo 47 (35,6%) pacijenata, a u
skupini s HCC-om 35 (27,3%) pacijenata. Medu pacijentima bez HCC-a bilo je 68 (51,5%)
heterozigota, a medu pacijentima koji su imali HCC 54 (42,2%) su bili heterozigoti. Udio
homozigota GG (39 pacijenata, 30,5%) bio je veci u skupini s HCC-om nego u skupini bez
HCC-a (17 pacijenata, 12,9%).

U obje skupine raspodjela genotipova je bila u skladu s Hardy-Weinbergovom raspodjelom

(p=0,36 za skupinu pacijenata bez HCC-a, odnosno p=0,08 za skupinu koja je imala HCC).

PNPLA3

B CC B CG B GG

56 (21,5%) MAF= 45 %

Hardy Weinberg: p=0,45

82 (31,5%)
122 (46,9%)

Slika 17. Prikaz zastupljenosti pacijenata po genotipu za polimorfizam gena PNPLA3 rs738409. Genotip

pacijenta odreden je PCR-om. Prikazan je broj i postotak pacijenata. MAF — ucestalost manje zastupljenog alela.
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5.2.1 Povezanost polimorfizma gena PNPLA3 rs738409 s rizikom za
hepatocelularni karcinom u kodominantnom, dominantnom, recesivhom,

overdominantnom i log-aditivnom modelu

U analizi povezanosti rizika pojave HCC-a s pojedinim genotipom ili kombinacijom genotipova
statisticki znacajna povezanost pronadena je u kodominantnom modelu (p=0,002), uz omjer
izgleda za GG genotip 3,1 (1,5-6,3) u usporedbi s CC genotipom, odnosno 1,1 (0,6 -1,9) za CG
genotip u usporedbi s CC genotipom (Slika 18.A).

Statisticki znacajne razlike nije bilo u dominantnom modelu (p=0,15) uz omjer izgleda 1,5

(0,87-2,49) za GG/CG genotip u usporedbi s CC genotipom (Slika 18.B).

U recesivnom modelu pronadena je statisti¢ki znacajna razlika (p<0,001) te je pronadeno da
pacijenti genotipa GG imaju veéi omjer izgleda za pojavu HCC-a 2,96 (1,57-5,58) od pacijenata
koji su CG/CC genotipa (Slika 18.C).

Statisticki znacajne razlike nije bilo u overdominantnom modelu te heterozigoti nisu imali
razli¢it omjer rizika od homozigota, omjer izgleda za CG u usporedbi s CC/GG genotipom bio

je 0,69 (p=0,13).

Analiza log-aditivnhog modela pokazala je da se rizik za pojavu HCC-a povecava s pojavom G
genotipa, a omjer izgleda bio je 1,66 (1,17-2,35) (p=0,004).

Postojanje G alela polimorfizma gena PNPLA3 rs738409 povezano je s ve¢im omjerom izgleda
za pojavu HCC-a, a statisticki znacajna povezanost postoji u kodominantnom, recesivnom i

log-aditivnom modelu.
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Slika 18. Prikaz omjera izgleda za razvoj HCC-a za PNPLA3 rs738409 polimorfizam. Genotip pacijenta
odreden je PCR-om, a omjer izgleda i zastupljenost alela odredena je SNPSTAT programom. Prikazani su rezultati
za A kodominantni model, B dominantni model i C recesivni model. OR — omjer izgleda s 95% intervalom

pouzdanosti.
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5.2.2 Analiza povezanosti polimorfizma gena PNPLAS rs738409 s klini¢kim
nalazima pacijenata

U prethodnoj smo analizi pokazali da je GG genotip povezan s povecanim omjerom izgleda za
pojavu HCC-a u pacijenata koji imaju zavrsni stadij ALD-a. U ovom dijelu analize istrazili smo
postoji li povezanost izmedu GG genotipa i predtransplantacijskih klinickih nalaza te patoloSkih

nalaza HCC-a dobivenih nakon transplantacije jetre.

Na slici 19 pokazana je analiza povezanosti genotipa s dobi pacijenta pri transplantaciji,
predtransplantacijskim serumskim vrijednostima ALT-a, AST-a, kreatinina i trombocita.
Pacijenti s genotipom GG nisu se razlikovali u dobi prilikom transplantacije od CC/GC
genotipa (p>0,05 Mann-Whitneyev test, Slika 19.A). Izmjerena vrijednost ALT-a u GG
genotipu bila je 32 (22-48) (medijan s interkvartilnim rasponom) $to je statisticki znacajno vise
u odnosu na CC/CG genotip 28 (21-39) IU/L (p<0,01, Mann-Whitneyev test, Slika 19.B). Nije
bilo statisticki znacajne razlike u vrijednostima AST-a, kreatinina niti trombocita izmedu
analiziranih genotipova (p>0,05 Mann-Whitneyev test, Slika 19.C-E). Statisti¢ki znacajne

povezanosti nije bilo niti s pojavom dijabetesa melitusa nakon transplantacije jetre.
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Slika 19. Laboratorijski nalazi pacijenata prema PNPLA3 rs738409 genotipu. Genotip je odreden PCR-om.
Prikazani su medijan i interkvartilni raspon, a p vrijednost je izra¢unata Mann-Whitneyevim testom. ALT — alanin

aminotransferaza, AST — aspartat aminotransferaza

U prethodnim smo analizama pokazali kako je G alel PNPLA3 polimorfizma povezan s ve¢im
rizikom za pojavu HCC-a dok smo u ovom dijelu analize ispitali jesu li klinicki i patohistoloski
nalazi HCC-a povezani s pojavnos¢éu GG genotipa za PNPLA3 polimorfizam. Analiza je
medutim pokazala da nema statisticki znacajne razlike u koncentraciji AFP-a, veli¢ini tumora 1
broju tumorskih lezija izmedu genotipova (Slika 20.A-C, p>0,05, Mann-Whitneyevim testom),
a nije bilo razlike ni u ucestalosti angioinvazije i zadovoljavanju Milanskih kriterija (Slika
20.D-E, p>0,05, hi-kvadrat testom). Dodatno genotipovi se nisu razlikovali niti u ispunjavanju
San Francisco kriterija prilikom transplantacije, niti po ucestalosti recidiva u dvogodi$njem
pracenju (p>0,05, Slika 29.). Osim usporedbe, GG genotipa s kombinacijom CC/CG genotipa
napravljene su i ostale usporedbe, ali niti u jednoj od analiza nije pronadena statisticki znacajna

razlika.

Zaklju¢éno, osim nesSto vise serumske vrijednosti ALT-a povezane s GG genotipom,

polimorfizam PNPLA3 gena nije bio povezan s klinickim nalazima pacijenata.
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Slika 20. Laboratorijski i patohistoloski nalazi pacijenata za HCC prema PNPLA3 rs738409 genotipu.
Genotip je odreden PCR-om. Prikazani su medijan i interkvartilni raspon, a p vrijednost izracunata je Mann-
Whitneyevim testom (A-C), odnosno broj pacijenata po skupini, a p vrijednost je izra¢unata hi-kvadrat testom (D-
E). AFP — alfa-fetoprotein.

5.3. Analiza ucestalosti polimorfizma gena EGF rs4444903

Napravljena je PCR analiza i uzorci su uspjeSno genotipizirani kao §to je prikazano na alelno

razlikovnom grafu u Materijalu i metodama (Slika 13.).

U ukupnoj populaciji pacijenata ucestalost manje zastupljenog alela (MAF) G bila je 43%, a

ceSce zastupljenog alela A 57%.

U skupini pacijenata koji su imali HCC, MAF je bio prisutan u 48% slucajeva, a u skupini koja
nije imala HCC u 38%. Od ukupnog broja pacijenata genotip GG je imalo 82 pacijenta (31,5%),
anjih 133 (51,2%) su bili heterozigoti AG, dok ih je 45 (17,3%) bilo GG homozigoti. Statisticki
je ova raspodjela bila u skladu s pretpostavljenom Hardy-Weinbergovom raspodjelom te nije

pronadeno statisticki znac¢ajno odstupanje od ocekivane raspodjele (p=0,53, Slika 21.).
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U skupini pacijenata s ALD-om koji nisu imali HCC genotip AA je imalo 51 (38,6%)
pacijenata, a u skupini pacijenata koji su imali HCC taj genotip je imalo 31 (24,2%) pacijenata.
Pacijenti koji nisu imali HCC bili su u 61 (46,2%) slucajeva heterozigoti, a pacijenti koji su
imali HCC bili su heterozigoti u 72 (56,3%) slu¢ajeva. Medu pacijentima koji nisu imali HCC
udio homozigota GG (20 pacijenata, 15,2%) bio je neSto manji od udjela homozigota GG u
skupini s HCC-om (25 pacijenata, 19,5%).

U obje skupine raspodjela genotipova je bila u skladu s Hardy-Weinbergovog raspodjelom

(p=0,85 za skupinu pacijenata bez HCC-a, odnosno p=0,21 za skupinu koja je imala HCC).

EGF

B AA B AG B GG

45 (17,3%) MAF= 43 %

Hardy Weinberg: p=0,53

82 (31,5%)
133 (51,2%)

Slika 21. Prikaz zastupljenosti pacijenata po genotipu za polimorfizam gena EGF rs4444903. Genotip

pacijenta odreden je PCR-om. Prikazan je broj i postotak pacijenata. MAF — ucestalost manje zastupljenog alela.
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5.3.1 Povezanost polimorfizma gena EGF rs4444903 s rizikom za
hepatocelularni karcinom u kodominantnom, dominantnom, recesivhom,

overdominantnom i log-aditivnom modelu

Nakon genotipizacije napravljene su usporedbe povezanosti genskog polimorfizma za EGF i
pojave HCC-a. U kodominantnom modelu omjer izgleda za pojavu HCC-a za GG genotip bio
je nesto veci 2,1 (0,9-4,2) u usporedbi s AA genotipom (razlika ovdje nije statisticki znacajna
jer 95% interval pouzdanosti ukljucuje 1). S druge strane omjer izgleda za AG genotip u
usporedbi s AA genotipom bio je 1,9 (1,1-3,4), ukupno je model bio statisticki znacajan
(p=0,04, Slika 22.A), ali je statisti¢ki uvjerljivija razlika pronadena u dominantnom i log-

aditivnom modelu.

U dominantnom modelu pokazano je da je kombinacija genotipova AG/GG znatno cesce
zastupljena u grupi pacijenata koji imaju HCC te je 75,8% pacijenata s HCC-om bilo AG/GG
genotipa, a u skupini bez HCC-a taj je genotip imalo 61,4 % pacijenata. Omjer izgleda za pojavu
HCC-a za AG/GG genotip bio je 1,97 (1,15-3,36) u usporedbi s AA genotipom. Razlika je bila
statisticki znacajna (p=0,012 Slika 22.B).

U recesivnom modelu, pacijenti koji su imali genotip GG imali su ve¢i omjer izgleda za pojavu
HCC-a (1,36 (0,71-2,59) od pacijenata koji su imali AG/AA genotip, ali razlika nije bila
statisticki znacajna (p=0,35, Slika 22.C).

Statisticki znacajne razlike nije bilo u overdominantnom modelu te heterozigoti nisu imali

razli¢it omjer rizika od homozigota, omjer izgleda za AG u usporedbi s AA/GG genotipom bio

je 1,55 (0,92-2,44) p=0,13.

Statisti¢ki znacajna razlika pronadena je u log-aditivnom modelu gdje je omjer izgleda za
pojavu HCC-a bio povezan s pojavom G genotipa, omjer izgleda bio je 1,50 (1,05-2,16)
p=0,026.

Postojanje G alela polimorfizma EGF rs4444903 gena povezano je s ve¢im omjerom izgleda
za pojavu HCC-a, a statisticki znacajna povezanost postoji u kodominantnom, dominantnom i
log-aditivnom modelu. Neovisnost ove povezanosti 0 PNPLA3 genotipu ispitana je u zavr§nom

dijelu analize.
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Slika 22. Prikaz omjera izgleda za razvoj HCC-a za polimorfizam gena EGF rs4444903. Genotip pacijenta
odreden je PCR-om, a omjer izgleda i zastupljenost alela odredena je SNPSTAT programom. Prikazani su rezultati
za A kodominantni model, B dominantni model i C recesivni model. OR — omjer izgleda s 95% intervalom

pouzdanosti.
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5.3.2 Analiza povezanosti polimorfizma gena EGF rs4444903 s Kklini¢kim

nalazima pacijenata

U prethodnoj smo analizi pokazali da je kombinacija AG/GG genotipa za EGF povezana s
poveéanim omjerom izgleda za pojavu HCC-a u pacijenata koji imaju zavr$ni stadij ALD-a. U
ovom dijelu analize istrazili smo postoji li povezanost izmedu ove kombinacije genotipa i
predtransplantacijskih klini¢kih nalaza te patohistoloskih nalaza HCC-a dobivenih nakon

transplantacije jetre.

Na slici 23 pokazana je analiza povezanosti genotipa s dobi pacijenta pri transplantaciji,
predtransplantacijskim vrijednostima ALT-a, AST-a, kreatinina i trombocita. Pacijenti s
genotipom AG/GG nisu se statisticki znacajno razlikovali od pacijenata niti u jednoj od
analiziranih varijabli (p>0,05. Mann-Whitneyevim testom, Slika 23.A-E). Napravljene su i
dodatne analize za ostale kombinacije genotipova i klinicke pokazatelje, ali nije bilo statisticki

znacajne razlike.
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Slika 23. Laboratorijski nalazi pacijenata prema EGF rs4444903 genotipu. Genotip je odreden PCR-om.
Prikazani su medijan i interkvartilni raspon, a p vrijednost je izra¢unata Mann-Whitneyevim testom. ALT — alanin

aminotransferaza, AST — aspartat aminotransferaza.
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U drugom dijelu analize ispitali smo jesu li klinicki i patohistoloski nalazi HCC-a povezani s
pojavnoséu AG/GG genotipa za EGF polimorfizam koji su bili povezani s ve¢im omjerom
izgleda za pojavu HCC-a. Analiza je medutim pokazala da nema statisticki znacajne razlike u
koncentraciji AFP-a, veli¢ini tumora i broju tumorskih lezija izmedu genotipova (Slika 24.A-
C, p>0,05, Mann-Whitneyevim testom), a nije bilo razlike u ucestalosti angioinvazije ni
ispunjavanju Milanskih kriterija (Slika 24.D-E, p>0,05, hi-kvadrat testom). Dodatno genotipovi
se nisu razlikovali u ispunjavanju San Francisco kriterija prilikom transplantacije, niti po
ucestalosti recidiva u dvogodis$njem pracenju (p>0,05, Slika 29.). Osim ove usporedbe,
napravljene su i ostale usporedbe izmedu genotipova, ali U nijednoj od analiza nije pronadena

statisticki znacajna razlika.

Polimorfizam gena EGF rs4444903 povezan je s pove¢anim omjerom izgleda za pojavu HCC-
a no nema statisticki znacajne povezanosti izmedu ovog polimorfizma i predtransplantacijskih

nalaza pacijenata kao niti povezanosti s klini¢kim ili patohistoloskim nalazima HCC-a.
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Slika 24. Laboratorijski i patohistoloski nalazi pacijenata za HCC prema EGF rs4444903 genotipu. Genotip
je odreden PCR-om. Prikazani su medijan i interkvartilni raspon, a p vrijednost je izratunata Mann-Whitneyevim
testom (A-C), odnosno broj pacijenata po skupini, a p vrijednost je izra¢unata hi-kvadrat testom (D-E). AFP —

alfa-fetoprotein.
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5.4. Analiza ucestalosti polimorfizma gena NOTCH3 1043996

Prikupljena DNK uspjesno je genotipizirana PCR analizom kao $to je prikazano na alelno
razlikovnom grafu u Materijalu i metodama (Slika 14.). U ukupnoj populaciji pacijenata

ucestalost manje zastupljenog alela (MAF) G bila je 25%, a ¢eS¢e zastupljenog alela C 75%.

U skupini pacijenata koji su imali HCC, MAF je bio prisutan u 27% slu¢ajeva, a u skupini koja
nije imala HCC u 23%. Raspodjela po genotipu pokazala je da su 144 pacijenta (55,4%) bila
homozigoti za alel A (AA), dok je 101 (38,8%) pacijent bio heterozigot genotipa AG, a 15
(5,8%) pacijenata homozigot GG genotipa. Statisticki je ova raspodjela bila u skladu s
pretpostavljenom Hardy-Weinbergovom raspodjelom te nije pronadeno statisticki znacajno

odstupanje od o¢ekivane raspodjele (p=0,74, Slika 25.).

U skupini pacijenata koji nisu imali HCC genotip AA je imalo 74 (56,1%) pacijenata, a u
skupini pacijenata s HCC-om 70 (54,7%) pacijenata. Medu pacijentima bez HCC-a bilo je 54
(40,9%) heterozigota, a medu pacijentima koji su imali HCC 47 (36,7%) su bili heterozigoti.
Pacijenata koji su bili homozigoti za GG alel bilo je 4 (3%) u skupini pacijenata bez HCC-a, a
11 (8,6%) u skupini s HCC-om.

U obje skupine raspodjela genotipova je bila u skladu s Hardy-Weinbergovom raspodjelom

(p=0,15 za skupinu pacijenata bez HCC-a, odnosno p=0,50 za skupinu koja je imala HCC).

NOTCH3

B AA B AG B GG

15 (5,8%)

MAF= 25 %
Hardy Weinberg: p=0,74

144 (55,4%)
101 (38,8%)

Slika 25. Prikaz zastupljenosti pacijenata po genotipu za polimorfizam gena NOTCH3 rs1043996. Genotip

pacijenta odreden je PCR-om. Prikazan je broj i postotak pacijenata. MAF — ucestalost manje zastupljenog alela
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5.4.1. Povezanost polimorfizma gena NOTCH3 rs1043996 s rizikom za
hepatocelularni karcinom u kodominantnom, dominantnom, recesivnom,

overdominantnom i log-aditivnom modelu

U ovom dijelu analize rezultata ispitali smo postoji li povezanost NOTCH3 rs1043996
polimorfizma s povecanim ili smanjenim izgledom pojave HCC-a u pacijenata oboljelih od
ALD-a.

U kodominantnom modelu heterozigoti AG su imali omjer izgleda 0,9 (0,5-1,5) za pojavu
HCC-a u odnosu na pacijente s genotipom AA, dok je omjer izgleda za pacijente genotipa GG
bio 2,9 (0,9-9,6). P vrijednost modela nije bila statisticki znacajna (p=0,14 , Slika 26.A).

U dominantnom modelu pacijenti genotipa AG i GG su imali omjer izgleda 1,06 (0,65-1,72)
za pojavu HCC-a u odnosu na pacijente koji su homozigoti za A alel. Model nije bio statisticki
znacajan (p=0,82, Slika 26.B).

Statisti¢ki znacajna razlika nije pronadena niti nakon analize recesivnog modela u kojem je
omjer izgleda za pojavu HCC-a kod GG homozigota iznosio 3,01 (0,93-9,71) u odnosu na
preostala dva analizirana genotipa (p=0,06, Slika 26.C).

Statisticki znacajne razlike nije bilo ni u overdominantnom modelu te heterozigoti nisu imali
razli¢it omjer rizika od homozigota, omjer izgleda za AG u usporedbi s AA/GG genotipom bio

je 0.84 (0,51-1,38), p=0,49.

Sli¢no prethodnim analizama, statisticki znac¢ajna razlika nije pronadena niti analizom u log-
aditivnom modelu gdje je omjer izgleda za pojavu HCC-a bio povezan s pojavom G genotipa,
1,21 (0,81-1,81), p=0,35.

Nakon provedenih analiza polimorfizam gena NOTCH3 rs1043996 nije pokazao statisticki

znacajnu povezanost s rizikom pojave HCC-a.
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Slika 26. Prikaz omjera izgleda za razvoj HCC-a za NOTCH3 rs1043996 polimorfizam. Genotip pacijenta
odreden je PCR-om, a omjer izgleda i zastupljenost alela odredena je SNPSTAT programom. Prikazani su rezultati

za A kodominantni model, B dominantni model i C recesivni model. OR — omijer izgleda s 95% intervalom
pouzdanosti.
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5.4.2. Analiza povezanosti polimorfizma gena NOTCH3 rs1043996 s

klini¢ckim nalazima pacijenata

U prethodnoj analizi pokazali smo da NOTCH3 rs1043996 polimorfizam nije povezan s rizikom
pojave HCC-a. Kako je poznato da ponekad i polimorfizmi koji nisu povezani s pove¢anim
rizikom pojave bolesti ipak mogu imati utjecaj na klinicku sliku bolesti istrazili smo postoji i
povezanost izmedu NOTCH3 genotipa i klini¢kih nalaza te patohistoloskih nalaza HCC-a
dobivenih nakon transplantacije jetre. Napravljena je analiza za razli¢ite kombinacije
genotipova, a na slikama 27 i 28 pokazana je analiza usporedbe kombinacije AG/GG genotipa

s pacijentima AA genotipa.

Na slici 27 pokazana je analiza povezanosti genotipa s dobi pacijenta pri transplantaciji,
predtransplantacijskim vrijednostima ALT-a, AST-a, kreatinina i trombocita. Pacijenti s
genotipom AG/GG nisu se statisticki znacajno razlikovali od GG pacijenata u dobi pacijenta
pri transplantaciji, predtransplantacijskim vrijednostima ALT-a, AST-a, kreatinina i trombocita
(p>0,05, Mann-Whitneyevim testom slika 27.A-E). Statisti¢ki znacajne povezanosti nije bilo

niti s ostalim klinickim nalazima kao ni za ostale usporedbe razli¢itih genotipova.
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Slika 27. Laboratorijski nalazi pacijenata prema genotipu za NOTCH3 rs1043996 polimorfizam. Genotip je
odreden PCR-om. Prikazani su medijan i interkvartilni raspon, a p vrijednost izracunata je Mann-Whitneyevim

testom. ALT — alanin aminotransferaza, AST — aspartat aminotransferaza.

Statisticki znacajne razlike nije bilo niti u varijablama povezanim s nalazima HCC-a te nije bilo
razlike u koncentraciji AFP-a, veli¢ini tumora, i broju tumorskih lezija izmedu genotipova
(Slika 28.A-C, p>0,05, Mann-Whitneyevim testom), a nije bilo razlike u ucestalosti
angioinvazije, ni ispunjavanju Milanskih kriterija (Slika 28.D-E, p>0,05, hi-kvadrat testom).
Dodatno genotipovi se nisu razlikovali niti u ispunjavanju San Francisco kriterija prilikom
transplantacije, niti po ucestalosti recidiva u dvogodisnjem pracenju (p>0,05, Slika 29.). Osim
ove usporedbe, napravljene su i ostale usporedbe izmedu genotipova, ali u nijednoj analizi nije

pronadena statisticki zna¢ajna razlika.

Polimorfizam gena NOTCH3 rs1043996 nije povezan s predtransplantacijskim nalazima

pacijenata kao niti s klinickim ili patohistoloskim nalazima HCC-a.
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Slika 28. Laboratorijski i patohistoloski nalazi pacijenata za HCC prema NOTCH3 rs1043996 genotipu.
Genotip je odreden PCR-om. Prikazani su medijan i interkvartilni raspon, a p vrijednost izracunata je Mann-
Whitneyevim testom (A-C), odnosno broj pacijenata po skupini, a p vrijednost je izra¢unata hi-kvadrat testom (D-
E). AFP — alfa-fetoprotein.

5.5. Analiza neravnoteZe vezanosti gena i analiza logistiCkom regresijom za

procjenu neovisnosti pojedinih polimorfizama

Kako bi donijeli zaklju¢ke o meduovisnosti pojedinih genskih polimorfizama koje smo
analizirali u istraZivanju, u ovom smo dijelu analizirali neravnotezu vezanosti analiziranih
polimorfizama (engl. linkage disequilibrium) te smo za polimorfizme koji su u prethodno
provedenoj analizi (PNPLA3 i EGF) u modelu logisticke regresije provjerili jesu li neovisni

prediktori pojavnosti HCC-a.

Analiza neravnoteze vezanosti gena pokazala je da ne postoji statisticki znacajna vezanost
izmedu pojedinih polimorfizama koje smo analizirali. U analizi povezanosti PNPLA3 i EGF D
koeficijent bio je 0,0051, a D' 0,026 (p=0,63). Izmedu PNPLA3 i NOTCH3 polimorfizma D
koeficijent bio je 0,0038, a D' 0,02700 (p=0,6685), a u analizi vezanosti EGF i NOTCH3, D
koeficijent bio je 0,00251, a D' 0,0228 (p=0,794). Rezultati ove analize pokazuju da je
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pojavnost ovih polimorfizama unutar analizirane populacije neovisna te da ne postoji znacajna

neravnoteza vezanosti gena.

U modelu logisticke regresije analizirana je medusobna neovisnost polimorfizama gena

PNPLA3 i EGF kao prediktora za pojavu HCC-a. Analiza je pokazala njihovu medusobnu
neovisnost uz omjer izgleda za PNPLA3 GG genotip 3,07 (1,61-5,85) (p=0,001) odnosno 2,06
(1,19-3,57) p=0,01 za AG/GG kombinaciju genotipa u EGF polimorfizmu. Polimorfizmi za

PNPLA3 i EGF ostali su neovisni prediktori i nakon $to je model dodatno prilagoden za spol i
dob pacijenata. Nakon prilagodbe omjer izgleda za PNPLA3 GG genotip bio je 3,10 (1,62-5,92)
(p=0,001), a za EGF AG/GG kombinaciju genotipa 2,01 (1,16-3,51) p=0,013 (Tablica 3.).

Tablica 3. Logisticko regresijska analiza.

Varijable Prilagodeni model?
ukljucene u|b Wald |p OR (95% CI) P OR (95% ClI)
model*

PNPLA3

rs738409

CC/CG Ref - - 1,00 - 1,00

GG 1,12 11,7 | 0,001 | 3,07 (1,61-5,85) | 0,001 3,10 (1,62-5,92)
EGF

rs4444903

AA Ref - - 1,00 - 1,00

AG/IGG 0,72 6,57 | 0,010 2,06 (1,19-3,57) | 0,013 2,01 (1,16-3,51)

1 u model su ukljuéeni polimorfizmi za PNPLA3 i EGF

2 model je dodatno prilagoden za spol i dob pacijenta

Za svaki od modela prikazan je koeficijent b s odgovaraju¢om Wald statistickom vrijednosti, omjer izgleda s 95%

intervalom pouzdanosti i p-vrijednost.

EGF — epidermalni ¢imbenik rasta, OR — omjer izgleda, PNPLA3 — protein 3 koji sadrZi domenu fosfolipaze u
obliku patatina , REF — referentna vrijednost
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5.6. Analiza utjecaja polimorfizama primateljevin gena PNPLA3, EGF i

NOTCHS3 na prezivljenje bez recidiva hepatocelularnoga karcinoma

Nositelji rizi¢nog genotipa GG PNPLA3 gena primatelja nisu se statisticki znacajno razlikovali
(p=0,72) u 24-mjese¢nom prezivljenju bez recidiva nakon transplantacije jetre u odnosu na
genotip CG/CC (Slika 29.). Takoder nije bilo statisticki znacajne razlike u 24-mjese¢nom
prezivljenju bez recidiva nakon transplantacije jetre izmedu genotipa AG/GG i genotipa AA
primateljevog gena EGF (p=0,83) kao niti izmedu genotipa AG/GG 1 genotipa AA
primateljevog gena NOTCH3 (p=0,49) (Slika 29.).

Zakljucno, polimorfizmi primateljevih gena PNPLA3, EGF i NOTCH3 ne utjecu na prezivljenje
bez ranog recidiva HCC-a nakon transplantacije jetre.
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Slika 29. PreZivljenje bez recidiva HCC-a 24 mjeseca nakon transplantacije jetre. Genotipovi primateljevih

gena PNPLA3, EGF i NOTCH3 ne utjecu na preZivljenje bez recidiva 24 mjeseca nakon transplantacije jetre.
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6. RASPRAVA

U ovom istrazivanju ispitali smo utjecaj polimorfizama gena PNPLA3, EGF i NOTCH3 narizik
pojave HCC-a u alkoholnoj cirozi kao i na rani recidiv HCC-a nakon transplantacije jetre. Ovo
je prvo sistematsko istrazivanje utjecaja genetskih c¢imbenika rizika na razvoj HCC-a u
jugoistocno-europskoj populaciji gdje je alkoholna ciroza jedna od vodecih indikacija za

transplantaciju jetre.

Polimorfizmi pojedinog nukleotida predstavljaju najcesée genetske varijacije u genomu koje su
odgovorne za nastanak i progresiju HCC-a (127). Vazno je naglasiti da SNP-ovi pokazuju
specifi¢nu distribuciju za pojedine regije i rase (70, 128). Fenotipske razlike pojedinih HCC-
ova povezane su s odredenim brojem genetskih ili epigenetskih promjena kriticnih onkogena
ili tumor supresorskih gena, pri ¢emu i sam mikrookoli§ ima znac¢ajan utjecaj na karcinogenezu

(129, 130).

Prepoznavanje pacijenata koji su u riziku za pojavu HCC-a te njegovo rano otkrivanje jedan je
od klju¢nih klini¢kih izazova danas. Odredivanje rizi¢nih polimorfizama moze pomoci u ranijoj
dijagnozi i boljem prac¢enju HCC-a kod pacijenata koji se nalaze u zavrsnom stadiju ALD-a.
Pacijenti s GG genotipom za PNPLA3 u riziku su za razvoj neZeljenih dogadaja kao $to Su brza
progresija jetrene bolesti, razvoj ciroze i HCC-a $to utjeCe na daljnje intervencije (74, 96, 131,
132, 133). Genotipizacija PNPLA3 polimorfizma pokazala se korisnom i za stratifikaciju rizika
kod kandidata za transplantaciju jetre buduci da oni s ALD-om i HCC-om imaju krace

prezivljenje ¢ime bi mogli imati korist od prioritiziranja statusa na listi (96).

G alel PNPLA3 gena smatra se glavnim predisponiraju¢im ¢imbenikom za progresiju bolesti
prema fibrozi i cirozi posebice u alkoholnoj i nealkoholnoj bolesti te za pojavu HCC-a (135,
136,137). Do sada nismo imali podatke 0 ucestalosti G alela medu hrvatskim pacijentima
oboljelim od ALD-a kao ni o riziku za pojavu HCC-a povezanim s njegovom pojavnosc¢u. U
ovom istrazivanju pokazali smo da je G alel PNPLA3 polimorfizma prisutan u vise od 60%
pacijenata oboljelih od alkoholne ciroze, a njih 12,9% homozigoti su za G alel. Takoder smo
pokazali da je G alel rizi¢ni ¢imbenik za razvoj HCC-a kod pacijenata s alkoholnom cirozom
uz omjer izgleda 2,96 (1,57-5,58) za pacijente s GG genotipom. Nasi rezultati sukladni su
rezultatima koji su do sada objavljeni na drugim bliskim europskim populacijama, primjerice

na talijanskoj gdje je G alel prisutan u 73% pacijenata s alkoholnom cirozom, a GG genotip
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povezan s rizikom pojave HCC-a (omjer izgleda: 2,2 (1,03-4,68)) (134). Nazalost, jo$ uvijek

ne postoje podaci za ostale populacije u nasem okruzenju.

lako GG homozigoti imaju najveéi rizik za razvoj HCC-a, kada smo analizirali utjecaj GG
genotipa u usporedbi s CC/CG genotipom na karakteristike tumora — razinu AFP-a, veli¢inu
tumora, broj tumorskih lezija i prisutnost angioinvazije, GG genotip nije bio povezan niti s
jednom od navedenih karakteristika. NaSe istraZivanje na tragu je studije azijske populacije
pacijenata s predominantno virusom etiologijom jetrene bolesti gdje nije nadena povezanost
rizitnog GG genotipa s laboratorijskim i tumorskim karakteristikama niti s ukupnim
prezivljenjem (138). U obje studije, nasSoj i tajlandskoj, dakle broj i veli¢ina lezija nisu bile

povezane s prisutnos¢u GG genotipa.

S druge strane, europska studija na talijanskoj populaciji pokazala je da je GG genotip PNPLA3
u skupini s HCC-om i ALD/NAFLD-om povezan s mladom dobi kod dijagnoze, odnosno
kra¢im vremenskim tijekom od pojave ciroze do razvoja HCC-a, ve¢im brojem tumorskih lezija
te visSim Edmondsonovim histoloskim gradusom (139). Povezanost s histoloskim gradusom
temeljena je na relativno malom uzorku, svega 25% pacijenata od ¢ega je njih 10 imalo HCC i
ALD stoga bi ovaj utjecaj trebalo dodatno potvrditi na ve¢éem uzorku. S obzirom da je nase
istrazivanje bilo retrospektivno i da su ukljuéeni pacijenti s ve¢ potvrdenim HCC-om, sam
dizajn studije nije omogucio istraziti povezanost PNPLA3 s vremenom progresije ciroze do
HCC-a. Kada smo usporedili skupinu s i bez HCC-a, nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u dobi
bolesnika. Istrazivana populacija sli¢nija je nasoj s obzirom da se radi o europskoj populaciji te
je ukljucila veéi broj ispitanika, njih 80 s ALD-om i HCC-om. lako su Valenti i sur. pokazali
povezanost PNPLAS3 s brojem tumorskih lezija, to isto nije dokazano u naSem istrazivanju gdje
je broj lezija temeljen na histoloSkom nalazu §to mozZe biti relevantnije u odnosu na morfoloske
metode. Konaéni odgovor na pitanje o povezanosti PNPLA3 s brojem tumorskih lezija

vjerojatno ¢e se razviti kasnije, nakon metaanalize veéeg broja studija.

Analizom laboratorijskih podataka pronasli smo visu vrijednost ALT-a kod GG homozigota za
PNPLA3 gen u odnosu na CC/CG genotip. Ako to usporedimo s rezultatima prethodnih
istrazivanja, u tajlandskoj populaciji genotip nije bio povezan s vrijednostima ALT-a (138).
Povezanost PNPLA3 s visim vrijednostima ALT-a nadena je kod NAFLD pacijenata
podrijetlom iz Latinske Amerike, a povezuje se s visim stupnjem steatoze i upale u jetri (71).

Rezultati metaanalize ukazuju da je povezanost PNPLA3 i viseg ALT-a prisutna kod
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adolescenata dok za odrasle nije dokazana zbog inkonzistentnih i heterogenih podataka. G alel
povezuje se takoder s povisenim sadrzajem masti u jetri te posljedi¢no poviSenim vrijednostima
ALT-a (140). Nasa populacija razlikuje se po dobi i etiologiji bolesti te ¢injenici da se radilo o
pacijentima s HCC-om u uznapredovaloj fazi ALD-a odnosno cirozi §to podrazumijeva
izostanak upale koja bi mogla biti povezana s visim ALT-om. S druge strane, nismo evaluirali
prisutnost komponenti metabolickog sindroma 1 steatoze koja bi mogla doprinositi povisenim

vrijednostima ALT-a.

Nase istrazivanje bilo je retrospektivno i ukljucilo je pacijente koji su transplantirani zbog
HCC-a, stoga nije evaluirano vrijeme provedeno na listi do transplantacije niti prezivljenje.
Takoder, svi ukljuceni pacijenti su ve¢ imali etabliranu alkoholnu cirozu, stoga nije evaluirana
brzina progresije bolesti. Prema nekim istrazivanjima PNPLA3 povecéava rizik za relaps
konzumacije alkohola, stoga je koristan marker za prepoznavanje skupine pacijenata koja ¢e
imati korist od ukljucivanja u programe lije¢enja ovisnosti ili trajnog psihijatrijskog praé¢enja
(141). Iako su svi pacijenti ukljuceni u istrazivanje predtransplantacijski evaluirani od strane
psihijatra te su ostvarili apstinenciju od najmanje 6 mjeseci, posttransplantacijski nisu sustavno
ukljuceni u programe koji bi im mogli pomo¢i u odrzavanju apstinencije. Takoder, u nasem
istrazivanju nije prac¢en utjecaj donorskih polimorfizama na posttransplantacijske dogadaje §to
bi bilo korisno istraziti u budué¢im istrazivanjima. Prema podacima iz literature PNPLA3 gen

donora mogao bi utjecati na razvoj steatoze presadka i NAFLD-a (142).

Dosadasnja saznanja ukazuju na mogucu korist klinicke primjene genetskog testiranja
polimorfizma PNPLA3 kod bolesnika s NAFLD-om dok se u kontekstu ALD-a PNPLA3 navodi
kao rizi¢ni ¢imbenik ali nema dovoljno jasnih preporuka za rutinsko genetsko testiranje niti
mogucu korist u ALD-u (133, 140, 143). Ipak, jos§ uvijek niti u europskim niti u hrvatskim
smjernicama za dijagnozu i lijeCenje NAFLD-a, nema jasnih preporuka za rutinsko genetsko
testiranje na polimorfizam PNPLA3 (144, 145). lako je PNPLA3 dominantni genetski ¢imbenik
rizika za cijeli spektar jetrenih bolesti, u GWAS studijama identificirani su i dodatni
polimorfizmi (TM6SF2, MBOAT7, HSD17B13) koji pridonose riziku za ALD i HCC (77, 78).
S druge strane, naknadno provedene studije isticu da samo postojanje odredenih SNP-ova nije
dovoljno za objasnjenje fenotipa odredene bolesti nego u obzir treba uzeti i1 interakcije medu
pojedinim genima, SNP-posredovanim signalnim putevima, regulacijskim mehanizmima ali i

okoli$nim ¢imbenicima (128).
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Kako bismo istrazili mogu li polimorfizmi koji utjecu na razlicite mehanizme u patogenezi
HCC-a doprinositi riziku za razvoj HCC-a u alkoholnoj cirozi, uz polimorfizam gena PNPLA3
ispitali smo utjecaj polimorfizama gena EGF i NOTCH3.

Za polimorfizam gena EGF rs4444903 dosadas$nja istrazivanja pokazala su povezanost s
rizikom za razvoj HCC-a u europskoj i azijskoj populaciji s dominantno virusnom etiologijom
jetrene bolesti (103, 106, 146, 147). EGF ima vaznu ulogu u regeneraciji jetre te patogenetsku
ulogu u malignoj transformaciji i nastanku tumora (58). Osim u HCC-u, EGF je poviseno
eksprimiran u cirozi dok je u fazi kompletne ciroze ekspresija EGF-a snizena (135). Pokazano
je da pacijenti s cirozom i HCC-om te genotipom GG imaju visu ekspresiju EGF-a u serumu i
tkivu jetre te su podlozniji progresiji bolesti u odnosu na one s genotipom AA (148, 149). G
alel odgovoran je za 2,3-2,9 puta visi rizik za pojavu HCC-a u odnosu na A alel koji ima

protektivno djelovanje (105, 110).

Rezultati naSeg istrazivanja pokazuju da su genotipovi AG i GG povezani s rizikom za pojavu
HCC-a u nasoj populaciji odnosno da G alel doprinosi ve¢em riziku za pojavu HCC-a (OR 1,5).
Kako je G alel u ranijim studijama povezan s ve¢om ekspresijom EGF-a, mozemo pretpostaviti
da povecana ekspresija EGF-a doprinosi karcinogenezi, iako samu proteinsku ili gensku
ekspresiju EGF-a nismo odredivali (102, 106). Istrazivanje Yuan i sur. na neazijskoj skupini
pacijenata iz Los Angelesa pokazalo je da genotip GG/AG uz konzumaciju > 3 alkoholna pica
dnevno povecava rizik za pojavu HCC-a (OR 3,44) (148). Uz naSe istrazivanje, U Europi su do
sada samo Tanabe i sur., u podanalizi svoje studije ispitali povezanost polimorfizma EGF s
pojavom HCC-a u alkoholnoj cirozi na uzorku od 121 francuska pacijenta od kojih je 44 imalo
HCC. Pokazali su da postoji povecan rizik pojave HCC-a kod pacijenata s G alelom, medutim
za razliku od naSe studije, nisu paralelno istrazili i PNPLA3 polimorfizam za procjenu
neovisnosti rizika povezanih s ova dva polimorfizma (110). Nase istrazivanje pokazalo je da je
rizik povezan s EGF polimorfizmom neovisan o PNPLA3 polimorfizmu, a dodatni doprinos
jest u Cinjenici da je ukljucilo najveci broj pacijenata juzno-europskog podrijetla s histoloski

dokazanim HCC-om i alkoholnom cirozom.

Kada smo analizirali utjecaj EGF na laboratorijske nalaze i histoloske nalaze HCC-a, nije bilo
razlike izmedu genotipa AG/GG i genotipa AA. Nasi rezultati usporedivi su s rezultatima
Yoshiya i sur. na pacijentima s hepatitis C uzrokovanim HCC-om gdje genotip nije utjecao na

laboratorijske (vrijednosti AFP-a, AST-a i ALT-a) i tumorske (veli¢ina tumora i broj lezija)
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karakteristike (149). Nesto su drugadiji rezultati Dayyeh i sur. koji su temeljem razlika u
klinickim 1 laboratorijskim parametarima (dob spol, pusacki status, vrijednosti ALP-a i
trombocita) uz genotip EGF predlozili model koji stratificira pacijente u niski, srednji i visoki
rizik za pojavu HCC-a (150). Za razliku od PNPLAS3 koji je povezan s cijelim spektrom ALD-
a i rizikom za HCC, EGF je poviseno eksprimiran u cirozi i rizi¢ni je ¢imbenik za pojavu HCC-
a stoga bi mogao dodatno doprinijeti identifikaciji pacijenata u uznapredovaloj fazi alkoholne
bolesti koji ujedno imaju i najveci rizik za razvoj HCC-a. Kako smo ve¢ spomenuli, nasi podatci
dobiveni logistickom regresijom pokazuju da je EGF genotip neovisno povezan s rizikom
pojave HCC-a u odnosu na PNPLA3 genotip pa je moguce da bi se genotipizacijom za oba

polimorfizma mogla posti¢i bolja stratifikacija.

Vecéina istrazivanja analizirala su samo povezanost EGF polimorfizma s rizikom za HCC (103,
106, 147) dok je u istrazivanju Kinga i sur. polimorfizam EGF bio povezan s klini¢kim
pogorsanjem i progresijom jetrene bolesti prema cirozi (109). Sli¢no je i opazanje na talijanskim
pacijentima s HCV infekcijom gdje je polimorfizam EGF bio povezan s vi§im stupnjem fibroze
kod mladih pacijenata zbog ¢ega bi mogao biti cimbenik koji pospjeSuje napredovanje bolesti

(134). Nase retrospektivno istrazivanje dakako navedno nije moglo istraziti.

S obzirom da nismo nasli povezanost rizicnog genotipa AG/GG s tumorskim karakteristikama
(brojem i veli¢inom tumora, prisutno§¢u angioinvazije, tumorom izvan Milanskih kriterija,
ranim recidivom) koje bi mogle utjecati na loSiju prognozu ¢ini se da je i u nasoj populaciji

polimorfizam EGF povezan samo s rizikom za pojavu HCC-a.

Za razliku od polimorfizma PNPLA3 za koji nije poznat to¢an mehanizam kojim utjeCe na
hepatokarcinogenezu, polimorfizmi gena EGF i NOTCH3 predstavljaju cCeste alteracije
signalnih puteva vaznih za karcinogenezu. NOTCH3 gen dio je Notch signalnog puta koji ima
klju¢nu ulogu u diferencijaciji stanica te nastanku i progresiji HCC-a (121, 150, 151). Usprkos
tome, polimorfizmi NOTCH gena do sada su istrazivani u svega nekoliko studija na pacijentima
s HCC-om i HBV cirozom (126, 152, 153). U analizi Qin i sur. pokazano je da od 2040
genotipiziranih SNP-ova na 264 gena Notch signalnog puta, nakon multivarijantnih analiza i
validacije, njih 50-ak je bilo statisticki znacajno od ¢ega su samo tri identificirana kao nezavisni
funkcionalni polimorfizmi povezani s prezivljenjem pacijenata s hepatitis B uzrokovanim
HCC-om (152). Ova analiza pokazuje da bez obzira ne velik broj identificiranih polimorfizama,

tek manji broj ima odredeni klini¢ki znacaj.
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Nase istrazivanje po prvi je puta ispitalo utjecaj polimorfizma NOTCH3 rs1043996 gena na
rizik za pojavu HCC-a u europskoj populaciji bolesnika s alkoholnom cirozom pri ¢emu nismo

pronasli statisticki znacajnu povezanost.

Prethodno je polimorfizam NOTCH3 rs1043996 istrazivan samo u jednoj kineskoj studiji u
kojoj je genotip AA pokazao protektivno djelovanje te povezanost s duljim ukupnim
prezivljenjem kod pacijenata s hepatitis B povezanim HCC-om (126). Dizajn nase studije nije

omogucio istraziti utjecaj NOTCH3 na ukupno prezivljenje.

Izostanak povezanosti polimorfizma NOTCH3 s rizikom pojave HCC-a u nasoj populaciji moze
se objasniti samim karakteristikama populacije i etiologijom jetrene ciroze. U oba istrazivanja
HCC je histoloski dokazan dok je analiza NOTCH3 polimorfizma u istrazivanju Yu i sur.
ucinjena iz tumorskog tkiva u kojem je ekspresija NOTCHS3 bila znac¢ajno visa u odnosu na
netumorsko. Navedeno je u skladu s ranijim dokazima da je NOTCH3 gen poviseno
eksprimiran u 78% HCC-a (154). PoviSena ekspresija NOTCH3 u tumorskom tkivu bila je
povezana s ukupnim prezivljenjem te prezivljenjem bez recidiva. S druge strane, ¢cimbenici koji
su povecavali rizik za smrtni ishod kod bolesnika s NOTCH3 AG/GG genotipom nisu nuzno
bili vezani uz sam tumor (dob > 45 godina, alkohol, izostanak ciroze, tumorska tromboza
portalne vene, regionalna invazija). U analizi histoloskih uzoraka HCC-a nakon hepatektomije
Hu i sur. dokazali su povisenu ekspresiju NOTCH3 gena koja je bila povezana s veli¢inom i
brojem tumora, stadijem tumora i kra¢im prezivljenjem (155). Za razliku od navedenog, u
nasem istrazivanju polimorfizam NOTCH3 nije bio povezan s nijednom tumorskom
karakteristikom (broj i veli¢ina tumora, vrijednosti AFP-a, prisutnost angioinvazije, tumor
izvan Milanskih kriterija) no glavna razlika u studijama je u ¢injenici da smo ispitivali utjecaj
NOTCHS3 polimorfizma, a ne njegovu ekspresiju u tumorskom tkivu. Izostanak povezanosti
uocena je i u istrazivanju Shi i sur. na pacijentima s karcinomom pluca gdje je proteinski izrazaj
NOTCH3 identificiran kao c¢imbenik koji doprinosi agresivnijem fenotipu tumora dok
NOTCH3 polimorfizmi nisu imali nikakav utjecaj (156). U buduc¢im istrazivanjima o
povezanosti NOTCH3 s rizikom pojave HCC-a u alkoholnoj cirozi jetre bi stoga bilo bolje

usmjeriti pozornost na proteinski izrazaj.

Nakon pojedina¢nih analiza, polimorfizmi gena PNPLA3 i EGF identificirani su kao ¢imbenici
rizika za pojavu HCC-a u hrvatskoj populaciji pacijenata s alkoholnom cirozom. Analizom

povezanosti pojavnost polimorfizama gena PNPLA3 i EGF u nasoj populaciji bila je neovisna
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dok je analiza logistickom regresijom pokazala da su GG genotip PNPLA3 i AG/GG genotip
EGF gena medusobno neovisni ¢imbenici. NaSi rezultati djelomi¢no potvrduju hipotezu
istrazivanja buduc¢i da su polimorfizmi gena PNPLA3 i EGF rizi¢ni ¢imbenici za pojavu HCC-

a dok za polimorfizam NOTCH3 gena nismo dokazali povezanost.

Budu¢i da je naSe istrazivanje ukljucilo pacijente s HCC-om lije¢ene transplantacijom jetre,
osim povezanosti s rizikom za pojavu HCC-a, istrazili smo i utjecaj polimorfizama gena
PNPLA3, EGF i NOTCHS3 na rizik za rani recidiv. Rani recidiv javlja se u 8-20% slucajeva u
prve dvije godine nakon transplantacije, a njihova pojava ovisi o nizu ¢imbenika vezanih uz
pacijenta, tumor (stadij, vaskularna invazija, diferencijacija, vrijednosti AFP-a), lijeenje i
karakteristike donora (157, 158).

Prethodno je evaluiran utjecaj polimorfizama gena PNPLA3 i EGF uz 1L28B na nepovoljne
posttransplantacijske ishode (cirozu grafta, smrt povezanu s jetrenom funkcijom,
retransplantaciju no ne i na rani recidiv) pri ¢emu primateljevi polimorfizmi nisu pokazali
nikakav utjecaj dok je donorski G alel EGF rs4444903 gena bio povezan s rizikom za razvoj
ciroze grafta (159). Nasi rezultati nisu pokazali znacajnu povezanost primateljevih
polimorfizama PNPLA3, EGF i NOTCH3 gena s rizikom za rani recidiv HCC-a.

Zakljuéno, ovo je bilo prvo sustavno istraZivanje za procjenu genetskog rizika pojave HCC-a u
pacijenata s alkoholnom cirozom jetre provedeno na hrvatskoj populaciji te ujedno i prvo
ovakvo istrazivanje na juzno-europskoj populaciji. Pokazali smo neovisnu povezanost
polimorfizama gena PNPLA3 i EGF s rizikom pojave HCC-a, dok isto nismo dokazali za
NOTCHS3 polimorfizam. Niti jedan od ispitivanih polimorfizama medutim nije bio povezan s
pojavom ranog recidiva HCC-a. Kako bi se dodatno rasvijetlila povezanost pojave HCC-a s
istrazenim genima u buduéim istrazivanjima potrebno je odrediti i genotip donora kao i

proteinsku ekspresiju istraZivanih ¢imbenika.
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7. ZAKLJUCCI

1. Postojanje G alela polimorfizma PNPLA3 rs738409 gena povezano je s ve¢im omjerom
izgleda za pojavu HCC-a, a statisti¢ki znacajna povezanost postoji u kodominantnom,
recesivnom i log-aditivnom modelu.

2. Postojanje G alela polimorfizma EGF rs4444903 gena povezano je s ve¢im omjerom
izgleda za pojavu HCC-a, a statisti¢ki znacajna povezanost postoji u kodominantnom,
dominantnom i log-aditivnom modelu.

3. Polimorfizam NOTCHS3 rs1043996 gena nije statisticki znacajno povezan s rizikom
pojave HCC-a u alkoholnoj cirozi.

4. Polimorfizmi PNPLA3 i EGF gena su neovisni prediktori veceg rizika pojave HCC-a u
alkoholnoj cirozi.

5. Osim povezanosti GG genotipa PNPLA3 rs738409 gena s visim serumskim
vrijednostima ALT-a, istrazivani polimorfizmi nisu povezani s predtransplantacijskim
nalazima funkcije jetre i bubrega.

6. Niti jedan od istraZzivanih polimorfizama nije povezan s klini¢kim ili patohistoloSkim

nalazima HCC-a kao niti s rizikom ranog recidiva HCC-a.
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8. SAZETAK

U ovom radu po prvi je puta istrazen utjecaj polimorfizama gena PNPLA3 rs738409, EGF
rs4444903 i NOTCH3 rs1043996 na rizik pojave hepatocelularnoga karcinoma (HCC) u
hrvatskoj populaciji pacijenata transplantiranih zbog alkoholne ciroze. Ukljuceno je 260
bolesnika s alkoholnom cirozom od kojih 132 bez i 128 s histoloski dokazanim HCC-om. Svim
ispitanicima iz uzorka periferne krvi izolirana je DNK te ucinjena analiza polimorfizama gena
PNPLA3, EGF i NOTCH3. Rezultati pokazuju da su genotip GG za polimorfizam PNPLA3 te
genotip AG i GG za polimorfizam EGF povezani s ve¢im omjerom izgleda za pojavu HCC-a,
a prisutnost G alela ¢imbenik je koji doprinosi pove¢anom riziku. Logistickom regresijom
polimorfizmi PNPLA3 i EGF identificirani su kao nezavisni ¢imbenici rizika za pojavu HCC-
a. Polimorfizam NOTCHS3 gena nije statisticki znacajno povezan s rizikom za HCC. Kada smo
analizirali povezanost polimorfizama s klinickim pokazateljima, samo je genotip GG u
usporedbi s genotipom GC/CC PNPLA3 gena bio povezan s visim vrijednostima ALT-a.
Nijedan istrazivan polimorfizam nije bio povezan s klinickim i histolo§kim karakteristikama

tumora niti s rizikom za rani recidiv HCC-a nakon transplantacije jetre.
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9. SUMMARY

Association between the single nucleotide polymorphisms for PNPLA3, NOTCH3 and EGF

with the risk of hepatocellular carcinoma occurrence in patients with alcoholic liver cirrhosis
Ana Bainrauch, 2024.

This paper, for the first time, investigated the contribution of single nucleotide polymorphisms
for PNPLA3 rs738409, EGF rs4444903 and NOTCH3 rs1043996 on the risk of hepatocellular
carcinoma (HCC) in the Croatian population of patients transplanted due to alcoholic cirrhosis.
The study included 260 patients with alcoholic cirrhosis, 132 without and 128 with
histologically proven HCC. DNA was isolated from the peripheral blood sample of all subjects
and analysis of PNPLA3, EGF and NOTCH3 polymorphisms was performed. The results show
that the GG genotype for the PNPLA3 polymorphism and the AG/GG genotypes for the EGF
polymorphism are associated with a higher odds ratio for the occurrence of HCC, while the
presence of the G allele is a factor contributing to the risk. PNPLA3 and EGF polymorphisms
were identified as independent risk factors for the occurrence of HCC. NOTCH3 polymorphism
was not significantly associated with HCC risk. When we analyzed the association of
polymorphisms with clinical parameters, only the GG genotype compared to the GC/CC
genotype of the PNPLA3 gene was associated with higher ALT values. None of the investigated
polymorphisms was associated with tumor clinical and histological characteristics or with the

risk of early recurrence of HCC after liver transplantation.
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