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Neuroendokrini tumori, posebice oni smjeSteni u probavnom sustavu i gusteraci, tzv.
gastroenteropankreati¢ni neuroendokrini tumori (GEP-NET) zbog svojih bioloskih osobitosti,
duljeg prezivljenja bolesnika i moguénosti pracenja humoralnih biljega ¢ine grupu tumora u kojih
je moguce procjenjivati uc¢inke konzervativnog lijeCenja te od samih pocetaka privlace paznju i
interes klinicara. Kako je rije¢ o rijetkim tumorima, kao posebnom entitetu prepoznatima tek
pocetkom proslog stoljeca, ne cudi Sto je klinicko znanje u podrucju dijagnostike, genetike i
bioloSkog ponaSanja tumora, kao i novih terapijskih moguénosti vezanih uz molekularno-
geneticka saznanja joS uvijek oskudno.

U podrucju neuroendokrinih tumora ostaju otvorenima brojna pitanja koja namecu potrebu
za 1) razvojem i procjenom staginga prema TNM klasifikaciji, 2) razvojem novih dijagnostic¢kih
metoda, ukljucivsi i1 serumske biljege za rano prepoznavanje tumora, 3) pronalazenjem novih
peptidnih receptora i receptor-specifi¢nih radiofarmaka za nove imaging metode, 4) odredivanjem
uspjeSnosti  bioterapije ovisno o primarnom sijelu tumora, diferenciranosti tumora i
bioraspolozivosti lijeka, 5) procjenom prognosticke vaznosti mikrometastaza, 6) evaluacijom
bioloskih karakteristika diferenciranih 1 nediferenciranih NET, uz analizu angiogeneze i
stani¢nog ciklusa neuroendokrinih tumora.

Danas se kao najvaznije podrucje istrazivanja neuroendokrinih tumora svakako namece
pronalaZzenje klju¢nih molekularnih mehanizama te genetskih mutacija odgovornih za nastanak i
napredovanje NET, uz razumijevanje autokrinih i1 parakrinih veza izmedu stanica neuroendokrinih
tumora, imunoloskog sustava domacina te citokina i Cimbenika rasta ¢ija je ekspresija vezana uz
NET.

Odredivanje polimorfizama u jednoj bazi (SNP od engl. Single Nucleotide
Polymorphisms) predstavlja novu metodu u molekularnoj medicini kojom se istrazuju varijacije u
genomskoj DNA. Rijec je o varijacijama u DNA koje su posljedica izmjene jednog nukleotida (4,
T, C ili G) drugim. Navedeni polimorfizmi najéeS¢e su smjeSteni u promotorskoj regiji ili u
kodiraju¢em dijelu gena odgovornom za transkripciju ili posttranskripcijske promjene, pa su stoga
i funkcionalno znacajni.

Medu genima vezanim uz imunoloski odgovor svakako su najheterogeniji oni Sto kodiraju
proupalne citokine i ¢imbenike rasta koji mijenjaju sklonost obolijevanju pojedinca od razlicitih
upalnih, infektivnih i degenerativnih bolesti. Posebno im je znacajna uloga u patogenezi tumora,
gdje specificni haplotipovi gena za proupalne citokine i ¢imbenike rasta, osim §to mogu mijenjati
sklonost obolijevanju, utjecu 1 na tezinu 1 klinicki tijek bolesti (od engl. cancer-modifier genes).

Tumorski rast i napredovanje jednako je nepredvidljivo kao i odgovor tumorskih stanica

na lijeenje. Razlog tomu lezi u genetskoj raznolikosti pojedinca i1 nestabilnosti tumora, a dodatno
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je uzrokovano i varijacijama koje utjecu na medusobni odnos domacina i tumorskih stanica. Stoga
se danas na istrazivanju SNP temelji koncept individualizirane medicine (od engl. personalized
medicine).

Istrazivanja na Cestim vrstama tumora poput karcinoma dojke, crijeva i prostate dokazala
su da polimorfizmi TNF-a -238, -308, -857, -1031, IL-1p -511, IL-2 -330, IL-6 -174 i VEGF -
1154 mijenjaju sklonost obolijevanju i imaju utjecaj na tezinu klinicke slike oboljelih.

Uloga gena za proupalne citokine i ¢imbenike rasta, odnosno uloga samih proupalnih

citokina i ¢imbenika rasta u nastanku i klinickom tijeku GEP-NET jos uvijek je neistrazena.

1.1. Klasifikacija i patohistoloska obiljeZja neuroendokrinih tumora

Neuroendokrini tumori ¢ine heterogenu grupu tumora $to potjece od najmanje 15 razlicitih
vrsta  pluripotentnih  enteroendokrinih ~ stanica difuznog endokrinog sustava (DES),
rasprostranjenih duz oto¢i¢a guSterace 1 probavnog sustava, tzv. gastroenteropankreati¢ni
neuroendokrini tumori (GEP-NET)'. Navedene tumore povezuju karakteristitne bioloske
osobitosti, posebno mogucnost sinteze 1 izluCivanja neurotransmitera, neuromodulatora i
neuropeptidnih hormona, vaznih za odrzavanje homeostaze organizma. Stanice neuroendokrinih
tumora osim S§to posjeduju elemente endokrine diferencijacije, takoder karakteriziraju i
imunohistokemijski biljezi poput neuron-specifi¢ne enolaze (NSE)?, protein-genskog produkta 9.5
(PGP 9.5)’ i adhezijskih molekula neuralnih stanica (NCAM)*. Od posebne su vaZnosti biljezi
smjesteni u endokrinim granulama visoke gusto¢e poput kromogranina A (CgA), o ATP-u ovisni
monoaminski vezikularni transporteri 1 i 2 (VMAT 1 i VMAT 2)°, protein p55 i sinapticki
vezikularni protein 2 (SV2) te sinaptofizin, biljeg smjeSten u mikrovezikulama nalik na
sinaptiéke6. Pojedine vrste neuroendokrinih tumora, tzv. funkcionalni NET u unutarstani¢nim
granulama sadrze 1 hormone, koji oslobadanjem u cirkulaciju izazivaju karakteristicne
hipersekretorne sindrome’. Stanice neuroendokrinih tumora na membranama imaju receptore za
¢imbenike rasta, te takoder sintetiziraju i1 izluCuju citokine i ¢imbenike rasta koji djelujuci
autokrino i parakrino utjecu na rast tumorskog tkiva, ali izazivaju i promjene okolnog, zdravog
tkiva®°. Na stanicama neuroendokrinih tumora nalaze se i receptori za somatostatin, ali i druge
peptide, preko kojih je moguce ostvariti inhibitorni u¢inak na sekreciju hormona i1 biogenih amina,
Sto ima velike klini¢ke implikacije kako u dijagnostici tako i u lije¢enju NET'* "', Odredene
sli¢nosti neuroendokrini tumori dijele 1 s kromofobnim tumorima hipofize, tumorima

paratireoidnih Zlijezda, adrenomedularnim, odnosno katekolamin-secerniraju¢im tumorima poput
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feokromocitoma, paraganglioma, ganglioneuroma, ganglioneuroblastoma ili neuroblastoma, s

12-14
. Iako su

kojima se ponekad udruzuju u karakteristi¢ne sindrome multiple endokrine neoplazije
neuroendokrini tumori ipak najceS¢e solitarni, osim u sklopu sindroma multiple endokrine
neoplazije tip-1 - MEN-1 (adenomi hipofize i paratireoidnih Zzlijezda, adrenokortikalna
hiperplazija te fibromi ili lipomi koze te neuroendokrini tumori) pojavljuju se i u sindromima
poput neurofibromatoze tip-1 -NF-1 (fibromi koze, cafe-au-lait pjege, neuroendokrini tumori) i
von Hippel Lindauove bolesti, koja uz neuroendokrine tumore, i to najces¢e nefunkcionalne
neuroendokrine tumore gusterace (PET) obuhvaca i hemangioblastom srediSnjeg Ziv€anog sustava
i oka, karcinom bubrega i feokromocitom"”.

Od pocetnog prepoznavanja neuroendokrinih tumora kao karcinoida'® i tumora APUD
(Amine Precursor Uptake and Decarboxylation) sustava'’ pa do danas izmijenilo se dosta
klasifikacija 1 naziva. JoS uvijek je u upotrebi ona Williamsa i Sandlera iz 1963. godine, gdje se
neuroendokrini tumori gusSterace i probavnog sustava te neuroendokrini tumori pluéa S§to su
metastazirali u jetru i limfne ¢vorove u trbuhu prema embriogenetskom podrijetlu svrstavaju u
tumore prednjeg (bronhi, plu¢a, timus, zeludac, gusteraca, zu¢ni mjehur, dvanaesnik), srednjeg
(jejunum, ileum, apendiks, ascendentni kolon) 1 strazmjeg crijeva (kolon transverzum,
descendentni kolon i rektum). Gotovo 40-60% navedenih tumora pripada srednjem crijevu, oko
25% prednjem, a ostatak Cine tumori straZnjeg crijeva'®. Naziv karcinoid danas se koristi
isklju¢ivo za neuroendokrine tumore podrijetla srednjeg crijeva koji su karakterizirani lu¢enjem
serotonina te mogu dovesti do tzv. karcinoidnog sindroma'’.

Od 2000. godine u wupotrebi je klasifikacija Svjetske zdravstvene organizacije koja
objedinjuje veli¢inu, patohistologka obiljezja i tumorsku invazivnost’’. Prema navedenoj
klasifikaciji prepoznato je pet razli¢itih kategorija neuroendokrinih tumora ukljucivsi:
»ciste endokrine tumore, mijeSane egzokrino-endokrine tumore te lezije nalik tumorima.
Navedena se klasifikacija temelji na novim konceptima te daje uvid u funkcionalnost i klinicke
osobitosti neuroendokrinih tumora. Tumori su klasificirani prema primarnom sijelu (zeludac,
gusteraca, duodenum-gornji jejunum, ileum-desni kolon, crvuljak i rektum), patoloskim (veli¢ina
tumora, broj mitoza, histoloSki dokazana angioinvazivnost 1 metastaze) 1 klinickim
karakteristikama (postojanje klinicki prepoznatljivog sindroma), a dodatno, bez obzira na smjestaj
klasificiraju se u: dobro diferencirane endokrine tumore benignog ili pak nesigurnog ponaSanja
(benigni ili niskog stupnja malignosti, <2% stanica pozitivnih na Ki67), zatim dobro
diferencirane endokrine karcinome niskog stupnja malignosti (>2-15% Ki67), slabo diferencirane
endokrine karcinome s visokim stupnjem malignosti (>15% stanica pozitivnih na Ki67) i kona¢no

mijesane endokrino-egzokrine tumore i lezije nalik tumorima®'.
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Po svojim histoloskim karakteristikama dobro diferencirani tumori zadrzavaju izgled
gredica, zlijezda ili pak tumorskih gnijezda, stanice su uglavnom monomorfne, bez ili s oskudnom
atipijom, niskog mitoti¢kog i proliferativnog indeksa”’. Slabo diferencirani NET uglavnom su
solidne grade s izrazenim centralnim nekrozama, visokim stupnjem atipije stanica, visokog
mitoti¢kog i proliferativnog indeksa. Cesto je u takvim tumorima oskudna imunoreaktivnost na
kromogranin A (CgA), a dolazi do nakupljanja nuklearnog proteina p53. Takoder,
imunohistokemijska reakcija je ¢esto pozitivna na sinaptofizin, CD56, a u oko 20% slucajeva i na
c-kit, no bez aktivne mutacije u eksonu 112°. Godine 2006. je predlozena TNM klasifikacija,
prvenstveno za tumore podrijetla prednjeg i srednjeg crijeva, &iju vrijednost treba testirati*®,

Prema funkcionalnosti, odnosno moguénosti izazivanja sindroma hormonske
hipersekrecije, neuroendokrini tumori dijele se na klinicki nijeme ili asimptomatske i na
funkcionalne tumore. Osobitost funkcionalnih neuroendokrinih tumora je u klinickoj prezentaciji
sindromima hormonske hipersekrecije, koji ¢esto i po nekoliko godina prethode otkrivanju ovih
malih, uobiajenim dijagnosti¢kim metodama relativno nedostupnih tumora®’.

Klini¢ki nijemi GEP-NET (tzv. nefunkcionalni tumori) takoder luce razliCite sekretorne
produkte, a Cesto i hormone, no ta je sekrecija ili povremena ili u koncentracijama manjim od
potrebnih za izazivanje prepoznatljivih hipersekretornih sindroma. Navedeni se tumori najcesce
prepoznaju kroz nespecificne simptome poput bolova, mucénine i proljeva ili pak
spaciokompresivnim simptomima. Sumnju na njihovo postojanje budi prisustvo karakteristicnih
biljega poput sekretogranina, najéeée kromogranina A, u serumu oboljelih®.

Za sada se u klini¢koj procjeni ponasanja neuroendokrinih tumora podrijetla srednjeg
crijeva najkorisnijim pokazalo mjerenje veliine i smjeStaj primarnog tumora. Zatim, u procjeni
malignosti, odnosno u daljnjem terapijskom pristupu treba voditi rauna o tumorskoj invaziji
okolnih struktura, lokalnih limfnih ¢vorova, perivaskularnoj i perineuralnoj infiltraciji, postojanju
nekroza 1 stani¢ne atipije, broju mitoza 1 imunohistoloSkim karakteristikama koje upucuju na
gubitak diferenciranosti neuroendokrinih tumora. Treba utvrditi vrijede li iste osobitosti 1 za

neuroendokrine tumore podrijetla prednjeg, odnosno straznjeg crijeva’.
1.2. Epidemiologija neuroendokrinih tumora
Neuroendokrini tumori prvi puta su prepoznati pocCetkom 20. stoljeca, kada je

Oberendorfer opisao epitelni, sporo-rastuéi tumor, prognosti¢ki povoljniji od karcinoma.

Pojavnost im od tada raste, a procjenjuje se da danas dostize 2-4 na 100 000 ljudi godi$nje za
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karcinoid, s diskretno vecom ucestalodéu u zena®” *°. Veca ulestalost neuroendokrinih tumora
opcenito, ali i njihovo otkrivanje tijekom obdukcija (incidencija prema obdukcijskim nalazima
raste na 8.4/100 000) najvjerojatnije je viSe posljedica razvoja novih molekularno-genetickih i
imunohistokemijskih metoda, nego stvarnog povecanja incidencije tumora.

Rizik razvoja neuroendokrinog tumora povecava se s pozitivnom obiteljskom anamnezom
za neuroendokrine tumore te je Cetiri puta veéi kod postojanja NET u jednog ¢lana uze obitelji,
odnosno ¢ak 12 puta veci ako dva cClana obitelji boluju od neuroendokrinog tumora. Prema
istrazivanjima oboljelih od NET u SAD-u, pokazalo se da oko 20% pacijenata dodatno tijekom
zivota razvije jos jednu zlo¢udnu bolest, od kojih gotovo trecina potjece iz probavnog sustava.
Ukupno prezivljenje pacijenata s neuroendokrinim tumorima prema podacima iz velikih studija
iznosi 67.2% tijekom pet godina®'.

Iako je pojavnost neuroendokrinih tumora gusterace (PET) joS niza od one zabiljeZene za
neuroendokrine tumore probavnog sustava, post-mortem istrazivanja ukazuju na postojanje
navedenih tumora u ¢ak 10% obduciranih. Obzirom na navedene nalaze bilo bi za ocekivati
znatno vecu incidenciju od one stvarno zabiljeZene populacijskim studijama koja iznosi 0.2-0.4 na
100 000 Ijudi godiSnje, s najvec¢im udjelom inzulinoma i gastrinoma. Najvjerojatnije je ova
podcijenjena dijagnosticiranost neuroendokrinih tumora posljedica velike zastupljenosti
nefunkcionalnih tumora (oko 40% PET)* 3,

Stvarna ucestalost neuroendokrinih tumora nije poznata, no ocekuje se da je visoka
obzirom na njihov relativno spori rast, nesiguran zlo¢udni potencijal i duze prezivljenje pacijenata
¢ak 1 s metastatskom boles¢u. Prema podacima ENETS (od engl. European Neuroendocrine
Tumor Society) i SEER (od engl. Surveillance, Epidemiology, and End Results), a uzevsi u obzir
smjestaj primarnog GEP-NET, svega ih je 0.05% podrijetlom iz jednjaka®®. Godisnja pojavnost
tumora smjestenih u Zelucu iznosi oko 0.2 na 100 000 ljudi®, no pretpostavlja se da ée navedeni
tumori biti najée$¢i NET, s udjelom 11-41%°. Ugestalost NET duodenuma je <0.1 na 100 000
ljudi godidnje’’. U ileumu je smjesteno 25% svih GEP-NET>*, dok su u crvuljku GEP-NET
najcesca vrsta tumora®”*. U kolonu i rektumu smjesteno je cak 20 % NET? % PET &ine 1-2%
svih tumora gusterate™ *'. Naje¢i medu funkcionalnim PET su inzulinomi, s ulestalo§éu 1-3
na milijun/godi$nje. Cesce se javljaju u Zena oko petog desetljeéa Zivota, u gotovo 10% slu¢ajeva
su multipli, najéesée dobroéudni, a kod 5-10% oboljelih javljaju se u sklopu MEN-1 sindroma**.
Po ucestalosti slijede gastrinomi (0.5-3/milijun/godinu), koji su znacajno cesce zlocudni, a
klinicki se prezentiraju Zollinger-Ellisonovim sindromom™®. Somatostatinomi, glukagonomi,
VIPomi te ostali funkcionalni neuroendokrini tumori gusterade su pak znacajno rjedi*!. U gotovo

40% sluGajeva tumori gusterade su nefunkcionalni®.
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1.3. Klini¢ke osobitosti neuroendokrinih tumora

Klinicka slika GEP-NET moze biti sasvim atipi¢na, karakterizirana pojavom bolova,
mucnine ili povrac¢anja, cak i bez postojanja jasne spaciokompresivne lezije vidljive dostupnim
imaging metodama, ili karakterizirana simptomima hormonske hipersekrecije odnosno
simptomima izazvanim parakrinim, autokrinim ili endokrinim djelovanjem hormona, biogenih
amina, citokina i ¢imbenika rasta’.

Funkcionalni neuroendokrini tumori klinicki su obiljezeni simptomima hormonske
hipersekrecije. Primjerice, oko 10% pacijenata s karcinoidnim tumorima razvit ¢e simptome
karcinoidnog sindroma, koji gotovo uvijek oznaCava postojanje jetrenih metastaza. Sindrom je
posljedica otpustanja serotonina, citokina, Cimbenika rasta 1 vazoaktivnih supstanci u sistemsku
cirkulaciju, a obiljeZen je postojanjem proljeva i tzv. «flushingay, bronhospazmom te u konacnici
popustanjem desnog srca zbog valvularnih promjena na trikuspidalnom i pluénom zalisku u
sklopu djelovanja ¢imbenika rasta i serotonina iz tumorskog tkiva**.

Neuroendokrini tumori koji luce inzulin, odnosno inzulinomi karakterizirani su pojavom
hipoglikemija natasSte, dok gastrinomi zbog suviska gastrina dovode do krvarenja iz probavnog
sustava i proljeva §to se zove Zollinger-Ellisonov sindrom. VIPomi su rijetki tumori koji zbog
lucenja vazoaktivnog intestinalnog polipeptida (VIP) dovode do Verner-Morrisonovog sindroma
karakteriziranog pojavom vodenih proljeva i1 hipokalijemije. Pacijenti s glukagonomima
prezentiraju se pojavom Secerne bolesti, stomatitisom, migriraju¢im nekrolitickim eritemima i
proljevom, a oni s rijetkim tumorima koji izlu€uju somatostatin proljevom, Se¢ernom bolescu i

kolecistolitijazom™> *" *.

Sekrecija hormona moze biti i1 pulzatilna, pa je 1 popratna
simptomatologija intermitentna. Zbog istovremenog postojanja i nekoliko klonova stanica s
razli¢itim sekretornim potencijalom nije zacudujuc¢a niti dramati¢na promjena klinicke slike, a
poznati su i slucajevi primarnih tumora i njihovih metastaza koji su se razlikovali po izlu¢enom
hormonskom produktu, Sto je kod sporadi¢nih neuroendokrinih tumora povezano s loSijim
ishodom bolesti. Mogu¢nost da stanice GEP-NET luce dijelove hormona ili njihove prekursore, za
posljedicu ima nepredvidive u¢inke* %,

Osobitost klinicke slike neuroendokrinih tumora prednjeg crijeva, smjestenih u Zelucu (tip
3 neuroendokrinih tumora) oc€ituje se pojavom tzv. «atipicnog karcinoidnog sindroma» koji
ukljucuje generalizirani «flushing», edeme, lakrimaciju, astmu 1 proljev zbog suviska histamina.

Inace, neuroendokrini tumori Zeluca tipa 1 vezani su uz atrofi¢ni gastritis i pernicioznu anemiju,

dok se tip 2 nalazi u sklopu MEN-1, a izaziva Zollinger-Ellisonov sindrom. Vecina
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neuroendokrinih tumora duodenuma dijagnosticira se slucajno, uglavnom su simptomi koji vode u
dijagnostiku dispepsija, te rjede krvarenje iz gornjeg dijela probavnog sustava’>.

Neuroendokrini tumori srednjeg crijeva €esto se otkriju slucajno, ili u sklopu potrage za
primarnim sijelom tumora kod postojanja jetrenih metastaza. Vodec¢i simptomi tada su obicno
bolovi u trbuhu ili simptomi opstrukcije Sto nastaje kao posljedica dezmoplasticke reakcije
mezenterija uslijed djelovanja citokina i &imbenika rasta iz tumorskog tkiva®’.

Neuroendokrini tumori guSterace u 15-30% pacijenata javljaju se u sklopu MEN-I
sindroma, kao nefunkcionalni tumori u poc¢etnim stadijima, a tek kasnije, obicno iza 40.-te godine
zivota postaju funkcionalni, najéeS¢e gastrinomi ili inzulinomi s popratnom hipersekretornom
simptomatologijom. Ako se javljaju u sklopu von Hippel Lindau-ove bolesti, PET najcesce ostaju
nefunkcionalni* *.

Najopasnija manifestacija neuroendokrinih tumora su hipersekretorne krize, izazvane
naglim otpustanjem vece koli€ine citokina, ¢imbenika rasta, serotonina, histamina i vazoaktivnih
tvari, najceSc¢e prilikom manipulacije tumorom (npr. tijekom PEIT-a), anestezije ili operativnog
lijecenja, koje mogu zavrsiti fatalno, uslijed hiper- ili hipotenzije, protrahiranog bronhospazma ili

pak tako §to dovode do malignih aritmija®.

1.4. Genetika neuroendokrinih tumora

Danas je prepoznat Citav niz gena ukljuenih u nastanak neuroendokrinih tumora, no
njihova stvarna uloga u tumorigenezi, obzirom na jos uvijek oskudne podatke o samim primarnim
tumorima i relativno malu uéestalost GEP-NET ostaje nejasna”’.

GEP-NET, ¢ini se, nastaju na podlozi inaktivacije tumor-supresorskih gena prema
Knudsonovoj hipotezi dvostrukog udarca te aktivacijom onkogena, §to u konacnici dovodi do
izostanka apoptoze®" **. Do mutacije dolazi ili velikim gubitkom kromosomskog materijala
(LOH) ili pak intragenskim delecijama, tocCkastim mutacijama odnosno hipermetilacijom
regulatornih domena gena (slika 1). Genetska podloga nastanka neuroendokrinih tumora

jedinstvena je za NET prednjeg, srednjeg, odnosno straZnjeg crijeva™ > >*

. Veliki poticaj u
istrazivanju genetike neuroendokrinih tumora dat je otkricem sindroma multiple endokrine
neoplazije tip-1 (MEN-1), odnosno tumor-supresorskog gena smjeStenog na //¢/3 u kojem je
dokazana mutacija u oboljelih od nasljednih oblika GEP-NET.

Gen obuhvaca deset eksona i proteze se na >9kb genomske DNA™ *. Smjestaj genskog

produkta-proteina menina gradenog od 610 aminokiselina u stani¢noj jezgri ukazuje na njegovu
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ulogu u transkripciji i1 replikaciji DNA. Menin sudjeluje u regulaciji stani¢nog ciklusa preko

interakcije s proteinima nuklearnog ¢imbenika (NF)-kappa B, te signalnim putovima ¢imbenika

rasta iz obitelji TGF- 1 koStanog morfogenetskog proteina tip-2 (BMP-2)"".
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Slika 1. Genetska podloga nastanka GEP-NET
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Na slici 1. shematski je prikazan slijed genetskih dogadanja koji vode u nastanak GEP-NET.
Posebno vazan je gubitak funkcije tumor-supresorskih gena, poput MENI. Vidljivo je da u
nastanku i zlo¢udnoj progresiji GEP-NET vazno mjesto zauzimaju i ¢imbenici rasta (modificirano

prema Calender, Digestion, 2000.)
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S obzirom na poznate interakcije menina s genima poput nm23HI™® te vimentinom™, sve

viSe se spoznaje njegova uloga u kontroli stabilnosti genoma i popravku DNA. Pacijenti s MEN-1
sindromom nasljeduju mutaciju gena MENI koja dovodi do gubitka funkcije somatskog alela. Do
sada je opisano viSe od 600 razli¢itih mutacija kodirajuceg dijela gena MENI, no niti jedna se ne
povezuje sa specifiénim fenotipom™. Mutacija gena MENI nalazi se tek u manjeg broja
sporadi¢nih NET, uglavnom prednjeg crijeva’’.

Poticanje tumorskog rasta razlikuje se za neuroendokrine tumore guSterace i
neuroendokrine tumore crijeva ovisno o njihovom embriogenetskom podrijetlu. Cini se da je
gubitak gena MENI karakteristika isklju¢ivo NET prednjeg crijeva, gdje je navedeni gubitak
dokazan i u sporadi¢nih (41%) i1 u nasljednih (75%) oblika tumora. Mutacije gena MENI u
sporadi¢nih PET rijetko se javljaju u inzulinomima (7.7%) i nefunkcionalnim PET (8%), dok su
eS¢e karakteristika gastrinoma (37%), glukagonoma (67%) i VIPoma (44%)%" ®'. Uz navedenu
mutaciju u gotovo 30% slucajeva pridruzen je i LOH kromosoma 1p (21%), 3p (19%), 6q (28%),
10p (14%), 11q (30%), Y (31%) i X (31%)°*®. LOH na kromosomima 3 i 6 naden je u vise od
50%, odnosno 60% sporadicnih PET, 1 to vrlo Cesto kao kasni korak u tumorigenezi,
karakteristi¢an za zlo¢udnije ponasanje tumora®®. Vjerojatno su gubitak kromosomskog materijala
na kromosomima 1p i 11q te uveéanje materijala na 9q rani dogadaji, jer su navedene mutacije
zabiljezene i kod PET manjih od 2 cm®. Mutacije gena p53 nadene su u slabo diferenciranim PET,
dok su rijetke u dobro diferenciranim tumorima®’. Analize ekspresije RNA u PET pokazale su, za
razliku od zdravog tkiva, pojacanu aktivnost IGF1-BP3 u nemetastatskim i1 metastatskim
tumorima, te je &ni se signalna kaskada IGF-1 ukljudena u patogenezu PET®. IGF-1 dodatno
stimulira mTOR, te i na taj nacin pridonosi tumorskom rastu®. Uz IGF-1, preko mTOR se dalje
odvija i1 signalni put aktiviran VEGF-om, pojacano izrazenim u dobro prokrvljenim tumorima
poput GEP-NET"’. Takoder su brojna istrazivanja potvrdila genetsku sli¢nost izmedu primarnih
tumora 1 njihovih udaljenih metastaza, Sto ukazuje da je metastatski potencijal zapravo rani
dogadaj u tumorigenezi i tumorskoj transformaciji®® ', a otvara dodatna pitanja o potrebnom
poticaju ili iz samog tumora ili tumorskog mikrookoliSa nuznom da bi se navedeni zlocudni
potencijal 1 ostvario.

Znanje o genetskoj podlozi sporadi¢nih gastrointestinalnih neuroendokrinih tumora jos je
oskudnije”. Ne postoje rezultati analize ekspresije RNA, a do sada su samo tri istraZivanja
obuhvatila analizu LOH i1 komparativnu genomsku hibridizaciju te nije pronadena jasna veza
izmedu broja kromosomskih aberacija i klini¢kog stadija NET"".

Klju¢ni dogadaj u tumorigenezi dobro diferenciranih NET srednjeg crijeva je gubitak 18q,

distalno od gena Smad?2, Smad4 1 DCC koji su ukljuceni u nastanak kolorektalnog karcinoma. Za
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progresiju i zlo¢udnost GEP-NET ¢ini se vaznim LOH kromosoma X kao i mutacije gena p33,
¢ija je akumulacija nadena u slabo diferenciranim neuroendokrinim karcinomima crijeva.

Za razliku od NET prednjeg crijeva, NET srednjeg crijeva (tj. karcinoid u uZem smislu)
rijetko pokazuju mutaciju gena MENI. Gubitak distalnog dijela //g na kojem je smjeSten tumor-
supresorski gen sukcinat-ubikvinon oksidoreduktaza podjedinica D (SDHD) opisan je u 22%
duodenalnih i ilealnih NET™, a LOH kromosoma 18 u 88% NET srednjeg crijeva’”. U odnosu na
PET, u NET crijeva znacajno ¢es¢e se nalazi metilacija p/6 te takoder i metilacija promotorskih
regija gena APC i MENI>*. Takoder se opisuje mutacija gena f3-katenin, koja za posljedicu ima
spreCavanje razgradnje i fosforilacije istoimenog proteina te dovodi do njegovog nakupljanja u
jezgri i citoplazmi’®.

Najmanje je poznata genetska podloga NET straznjeg crijeva. U gotovo svim tumorima

podrijetla straznjeg crijeva pronadena je povecana ekspresija receptora za epidermalni ¢imbenik

rasta (EGF) te transformirajuéi ¢imbenik rasta-a (TGF- o)’

1.5. Uloga citokina i ¢imbenika rasta u neuroendokrinim tumorima

Uloga kroni¢ne upale te citokina i ¢imbenika rasta u tumorigenezi razli¢itih vrsta tumora
istrazuje se jos od 19. stoljeca, kada je Virchow dokazao leukocite u tumorskom tkivu. Danas je
poznato da gotovo 15-20% svih tumora nastaje na podlozi kronine upale’®. Naime, kroni¢na
upala u tumorigenezi je poput noza s dvije ostrice, dok protuupalni citokini eliminiraju tumorske
stanice, aktivacija proupalnih citokina i1 ¢imbenika rasta pogoduje nastanku protumorskog
mikrookoli$a te daljnjoj progresiji i metastaziranju”. Dodatnu vaznost imunologkog sustava u
kontroli zlo¢udnog rasta sugerira i neuroendokrina modulacija imunoloSkog sustava koja je
odgovorna za nastanak tumora **. Prema mnogim istraZivanjima tumorsko tkivo zbog vaskularnog
endotelnog ¢imbenika rasta (VEGF), koji dovodi do lu¢enja fibrina i fibronektina dijeli sli¢nosti s
ranama, a tumori su zapravo «rane koje ne cijele»®'. Hipoksija u tumorskom tkivu poti¢e stvaranje
proupalnih citokina koji dalje dovode do zlo¢udne progresije tumora deregulacijom tumor-
specifiéne imunosti (slika 2)82. Citokini i ¢imbenici rasta poti€u tumorski rast, invazivnost i
metastaziranje na razini DNA 1 na nivou tumorskog mikrookoliSa tako §to autokrinim i1 parakrinim
djelovanjem utjedu na rast zloéudno izmijenjenih stanica®. Cini se kako je za mnostvo tumorskih
genotipova odgovorno tek nekoliko osnovnih promjena, a u podlozi kojih se nalaze citokini i

¢imbenici rasta. Navedene promjene, koje diktiraju zlo¢udni rast, ukljuuju prevagu ¢imbenika

10
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rasta u odnosu na ¢imbenike inhibicije rasta, moguénost izbjegavanja apoptoze, neograniceni

replikativni potencijal, stalnu angiogenezu te lokalnu invazivnost i metastaziranje®® (slika 3).
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Slika 2. Sli¢nosti 1 razlike tumorskog rasta s cijeljenjem rana

Na slici 2.a prikazana je uloga endotela, upalnih stanica i citokina u cijeljenju rana, gdje je
prepoznatljiva dobra organizacija stanica za razliku od tumorskog tkiva u kojem zbog kroni¢no
aktivirane imunoloske reakcije dolazi do hiperproliferacije stanica te njihove dezorganiziranosti
(slika 2.b) (modificirano prema Coussens i Werb, Nature 2002.)

Danas su istrazivanja primarno usmjerena na analizu polimorfizama gena za citokine i
¢imbenike rasta, koji su ¢ini se, ukljueni u nastanak i/ili napredovanje brojnih sporadi¢nih
tumora. Posebna se paznja posvecuje polimorfizmima u jednoj bazi smjeStenim najéesce u
promotorskim regijama gena koji mijenjaju razinu transkripcije, odnosno utje¢u na konacnu
koli¢inu proteinskog produkta u serumu i/ili tumorskom tkivu oboljelih®. U centru su interesa
citokini odnosno ¢imbenici rasta ¢ija je uloga dokazana u upali (TNF-a, IL-1p3, [L-2, IL-6),
imunosupresiji (IL-10) i angiogenezi (VEGF, IL-8, IL-10), a prema brojnim istrazivanjima
nositelji navedenih polimorfizama imaju 1 vecu sklonost obolijevanju od pojedinih vrsta tumora

(slika 4).
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Slika 3. Uloga imunoloskog sustava u tumorigenezi

Na slici 3. prikazan je mogu¢i slijed dogadanja prilikom aktivacije proupalnih i protuupalnih
citokina tijekom tumorigeneze. Nekontrolirana aktivacija proupalnih citokina pogoduje brzom
rastu tumora, dok prevaga protutumorskih ¢imbenika moze zaustaviti neoangiogenezu te
pogodovati regresiji tumora (modificirano prema Coussens i Werb, Nature 2002.)
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Slika 4. Uloga proupalnih citokina u tumorigenezi

Na slici 4. prikazane su promjene od zdravog tkiva u tumorsko tkivo aktivacijom proupalnih
citokina i ¢imbenika rasta iz tumorskog mikrookolisa te autokrini i parakrini u¢inak citokina na
tumorski rast i angiogenezu

Prema karakteristicnom bioloskom fenotipu, GEP-NET se nazivaju tumorima koji sporo
rastu. Molekularni mehanizmi u podlozi navedenog sporog rasta jos uvijek nisu dovoljno istrazeni,
te do danas nije poznat niti jedan koji bi ih izdvojio od drugih, brze-napredujuéih tumora
probavnog sustava®. Cini se stoga vjerojatnim, obzirom na prepoznatu &injenicu da GEP-NET
nastaju na podlozi kroni¢ne upale, u kolonu na podlozi upalne bolesti crijeva te u zelucu na
podlozi kroni¢nog gastritisa, kako citokini i ¢imbenici rasta sudjeluju u nastanku i regulaciji rasta
i ovih tumora®®®"®_ Stanice GEP-NET takoder i same luge citokine i ¢Gimbenike rasta®, koji im
omogucuju relativnu neovisnost od okolnog, tumorskog mikrookolisa te dozvoljavaju njihovo

daljnje napredovanje®* .

1.6. Polimorfizmi gena za citokine i cimbenike rasta

Kod GEP-NET, obzirom na poznato autokrino i parakrino djelovanje citokina i ¢imbenika
rasta interesantna je uloga gena za citokine i ¢imbenike rasta koji bi imali permisivnu ulogu u
nastanku i napredovanju tumora. Poznato je da tumorski mikrookoli$ utjece na ekspresiju citokina
u tumorskim, endotelnim, ali i drugim, «potpornim stanicama», odnosno izvanstanicnom
mikrookoliSu. Citokini na rast tumora mogu utjecati izravno u¢inkom na proliferaciju stanica ili

neizravno djelovanjem na angiogenezu i imunoloski odgovor domaéina’"*2.
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Dvije su osnovne skupine citokina; oni koji utjecu na stani¢ni imunoloski odgovor (TH1)
odnosno oni koji utjecu na humoralni imunoloski odgovor (TH2). Medijatori TH1 odgovora
(tumor-nekrotiziraju¢i ¢imbenik-alfa-TNF-a, interleukini IL-1a 1 B, IL-2, IL-6, interferon vy)
vec¢inom su proupalni, dok interleukini IL-4 i IL-10 moduliraju humoralnu imunost i uglavnom su
protuupalni citokini’>. TH1 i TH2 citokini povezani su putem ciklooksigenaze-2 (COX-2), enzima
s dokazanim karcinogenim svojstvima (inhibicija apoptoze, promjena stani¢ne adhezije i
pokretljivosti, poticanje neoangiogeneze i imunosupresije). TH1 citokinima aktiviran COX-2
povecava stvaranje TH2 citokina i1 angiogenih Cimbenika rasta (vaskularni endotelni ¢imbenik
rasta-VEGF, bazofilni fibroblastni ¢imbenik rasta-bFGF, endotelin-1)’**>. O genetskom zapisu
jedinke ovisi rizik nastanka tumora kao i kasniji tumorski rast, invazija i metastatsko Sirenje
odnosno odgovor tumora na terapiju i prezivljenje’®. Prisutnost milijuna polimorfizama (varijacija
u slijedu nukleotida u DNA) u humanom genomu daje geneticku varijabilnost koja utjeCe na
normalne fiziolo§ke mehanizme kao i patogenezu raka’”.

Istrazivanja usmjerena na otkrivanje gena koji bi bili odgovorni za nastanak i progresiju
sporadi¢nih oblika tumora, te poznata uloga kroni¢ne upale, odnosno citokina i ¢imbenika rasta u
patogenezi razliCitih tumora podrijetla probavnog sustava, dovela je gene za citokine i ¢cimbenike
rasta u centar interesa brojnih istraziva¢a’. Navedeni geni imaju ulogu mijenjanja tumorigeneze
(od engl. cancer modifier genes), reguliraju nastanak i rast tumora, angiogenezu i metastaziranje
prvenstveno kroz utjecaj na tumorski mikrookolis®*®.

Posebna je paznja usmjerena na funkcionalne polimorfizme gena razli¢itih proupalnih,
protuupalnih ili pak anti-, odnosno proangiogenih citokina i Cimbenika rasta povezanih s
promijenjenom transkripcijom gena, a time i razinom navedenih citokina u tkivu i serumu®’. Na
granici izmedu tumorskog 1 okolnog tkiva prisutan je niz razliCitih bioloski aktivnih molekula
koje luce zdrave i zlo¢udno promijenjene stanice. Polimorfni geni kodiraju veliki broj bioloskih
¢imbenika koji djeluju na granici tumor/domacin te je stoga geneticka varijabilnost jedan od
kljuénih mehanizama varijabilnosti biologije tumora®.

Polimorfizmi smjesteni najceS¢e u promotorskim regijama gena utjeCu na nivo
transkripcije. Definirani su i genotipovi koji su povezani s promijenjenom (niZom ili viSom)
ekspresijom TNF-a, IL-1pB, IL-2, IL-6 1 VEGF te se pokazalo da kod nekih vrsta tumora postoji
povezanost ovih polimorfizama s podlozno$éu obolijevanju, odnosno prognozom tijeka bolesti'®.
Istrazivanja kojima se korelacijom serumskih i tkivnih vrijednosti citokina i ¢imbenika rasta s
polimorfizmima gena za iste istrazuje protumorigeni ili pak protektivni u€inak daju jo$ uvijek
proturjecne rezultate za ucestalije tumore poput karcinoma gusterace, dojke ili plu¢a, a gotovo da i

ne postoje za GEP-NET'"'. Preliminarni rezultati ukazuju na veée paraneoplasti¢ke komplikacije
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u pacijenata s vi§im razinama citokina i ¢imbenika rasta, te svakako namecu potrebu za dodatnim
istrazivanjima®.

Serumski produkti transkripcije gena za citokine i ¢imbenike rasta su topivi proteini ili
glikoproteini ¢ije medudjelovanje stvara sloZzenu mreZzu signala koja utjeCe na aktivaciju ili
supresiju ciljnih gena'®.

Stvaranje novih krvnih Zila neophodno je za rast i napredovanje tumora vecih od 1-2 mm,
kada opskrba hranjivim tvarima 1 kisikom postaje ograniCavaju¢i cCimbenik za daljnje
napredovanje. Proces kojim nastaju nove krvne Zile stvaranjem izdanaka iz ve¢ postojec¢ih krvnih
zila naziva se angiogeneza'®. Rije¢ je o slozenom procesu koji ovisi o ravnotezi izmedu niza
razli¢itih pro- i anti-angiogenih molekula koje u okolinu otpustaju stanice tumora kao i stanice
domacina ukljucujuéi stanice okolnog vezivnog tkiva kao i1 stanice imunoloskog sustava. Kada
aktivnost pro-angiogenih ¢imbenika nadvlada djelovanje anti-angiogenih ¢imbenika dolazi do
narusavanja homeostaze i aktivacije «angiogenetske sklopke» te se pokrece proces angiogeneze.
Na ekspresiju angiogenih ¢imbenika utjece Citav niz signala iz okoline poput promjene u
onkogenima i tumor-supresorskim genima, hipoksije, pH, citokina i ¢imbenika rasta'** %,

Stvaranje novih krvnih zila vazno je i za metastaziranje tumora u kojem su dva klju¢na
koraka proliferacija tumorskih stanica te njihov prodor u izvanstanic¢ni okoli$ i ulazak u krvne ili
limfne Zile'°®. Primjerice, u napredovanju karcinoma debelog crijeva pojatana angiogeneza u
primarnom tumoru povezana je s losom prognozom te recidivom bolesti'"”.

Tumorske 1 stanice izvanstanicnog okoliSa luce niz citokina te Cimbenika rasta koji
sudjeluju u svim navedenim procesima. Uloga citokina i ¢imbenika rasta poput TNF-a, IL-1p, IL-
2, IL-6 1 VEGF u tumorigenezi nije jo§s do kraja razja$njena te je u nekim slucajevima cak i
kontradiktorna.

Razumijevanje uloge citokina i/ili ¢imbenika rasta u nastanku razliitth tumora raste
svakodnevno, a doprinosi i1 iznalazenju novih nacina lijeCenja, usmjerenih na tretiranje

angiogeneze nastale u sklopu nekontrolirane aktivacije proupalnih citokina i &imbenika rasta.>® **

108, 109

1.6.1. TNF-a

TNF-a je kljuéni medijator imunoloskog odgovora, a prva saznanja vezana uz njegovu
ulogu u patogenezi tumora uglavnom su mu pripisivala protutumorski u¢inak''’. U istraZivanjima
provedenima na karcinomima cerviksa primije¢eno je da TNF-a inhibira proliferaciju tumorskih

stanica, te da niZe tkivne i serumske razine TNF-a pogoduju karcinogenezi'''. Medutim, u drugim
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. v .. . . [N .. . e . . 112
istrazivanjima TNF-a ima dokazani protumorski u¢inak koji ostvaruje inducirajuci angiogenezu .

Koja ¢e od dvije funkcije TNF-o prevladati prvenstveno ovisi o biologiji samog tumora i

102, 113

tumorskom mikrookolisu . Nekontrolirana povecana produkcija TNF-a pridonosi nastanku 1

H4115 5 povisene serumske vrijednosti TNF-a u oboljelih pridonose

Sirenju razlicitih vrsta tumora
losijem ishodu bolesti''®. Obzirom na navedeno, vjerojatno je za nastanak i progresiju tumora
odgovorna razina ekspresije TNF-a, regulirana na nivou gena za TNF-a, smjeStenog na
kromosomu 6p21.3. U promotorskoj regiji gena opisani su brojni funkcionalni polimorfizmi poput
-238, -308, -857 1 -1031. Polimorfizam TNF-a -238 4 povecava ekspresiju TNF-a u oboljelih od
karcinoma dojke, T stani¢ne leukemije i limfoma''”''®, dok se isti polimorfizam u karcinomima

H9-121 " ezultati

nemalih stanica plu¢a i karcinomima maternice veze uz snizenu produkciju TNF-ao
su podudarni u pogledu -308 A koji kroz povecanu ekspresiju TNF-o povecava sklonost
obolijevanju od karcinoma dojke, endometrija i prostate'**'>. Sli¢na, pojatana ekspresija TNF-o
karakteristika je i prisutnosti alela 7' na -857 te alela C na -7031 lokusu, koji u njihovih nositelja

, . .. . . v 12
poveéavaju rizik nastanka ulkusa i karcinoma Zeluca'?

. U oboljelih od kolorektalnog karcinoma,
TNF-a podrijetlom iz tumorskih stanica autokrinim putovima potice lu¢enje VEGF i1 matriks-
metaloproteinaza iz makrofaga §to pogoduje neoangiogenezi i napredovanju tumora'?’. Pojatana
ekspresija TNF-a dokazana je u citoplazmi stanica karcinoma prostate, gdje dovodi do

desenzitiziranosti androgenih receptora i predstavlja terapijski nepovoljniju varijantu'.

1.6.2. IL-1B

Interleukin-1B (IL-1B) sudjeluje u upalnim procesima, poti¢e stani¢ni rast, te sudjeluje u
angiogenezi vaznoj za napredovanje tumora'?’. IL-1B u tumorskom mikrookolisu potice
ekspresiju adhezijskih molekula na endotelu krvnih zila i na stanicama tumora omogucujuci
metastaziranje'*". IL-1B stvoren u endotelu jetrenih sinusoida potiGe stvaranje jetrenih metastaza
melanoma'®'. Vaznost IL-1f je i u poticanju angiogeneze putem VEGF, a dodatno potice i sintezu
i sekreciju drugih proupalnih citokina poput IL-2, IL-6 i TNF-o/'** 133,

Signalni putovi aktivirani kroni¢nom upalom odvijaju se putem aktivacije IL-1p, te zatim
daljnjom aktivacijom nuklearnog ¢imbenika kB (NFkB), §to inhibira apoptozu tumorskih stanica
karcinoma Zeluca te karcinoma crijeva na podlozi ulceroznog kolitisa'>* '*°. Osim §to sudjeluje u
angiogenezi 1 inhibiciji apoptoze, IL-1P, odnosno genetske varijacije u njegovom stvaranju,
inaktivacijom gena za popravak DNA mijenjaju i metabolizam razli¢itih karcinogena'*, a

posebnu vaznost IL-1p ima u nastanku kroni¢nog gastritisa na podlozi H.pylori infekcije, odnosno

progresiji u adenokarcinom zeluca'’.
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Gen koji kodira humani IL-1 kompleks (obuhvaéa IL-1a, IL-1P i IL-1Ra) smjesten je na
kromosomu 2q14.2"%*. Razina IL-1B regulirana je na nivou transkripcije, a u promotorskoj regiji
gena za IL-1PB prepoznato je viSe polimorfizama koji mijenjaju razinu serumskog IL-1f3 39 Za
neke od navedenih polimorfizama pokazano je da mijenjaju sklonost obolijevanju od zlo¢udnih

0

bolesti'*’. Polimorfizam IL-1f -511 povezan je s poveéanom sklonoséu obolijevanju od

karcinoma gusterace i zeluca, a u oboljelih od karcinoma glave i vrata IL-1f -511 T ima i

137, 141, 142

prognosticku vaznost U radovima provedenima na karcinomima Zzeluca i dojke

utvrdeno je da je poveéana sklonost obolijevanju vezana uz alele IL-18 -511 T1iIL-18 -31 C 7%

144 Uz alel T na -511 poziciji u promotoru gena za IL-1f vezana je pojatana ekspresija IL-1p, &ija
je vazna uloga u inhibiranju sekrecije ZeluCane kiseline te nastanka aklorhidrije 1 atrofije sluznice,
te u konacnici karcinoma i neuroendokrinih tumora Zeluca'?’. Takoder je pokazano kako se prema
prisustvu alela 7 na IL-1f -511 moze izdvojiti oboljele s ve¢im rizikom razvoja karcinoma
7eluca'®. Intratumorske razine IL-1B, zajedno s IL-6 i TNF-a mijenjaju prognosticki tijek
karcinoma bubrega, Zeluca i jednjaka'*® ', Analizom ekspresije IL-1f u stanicama karcinoma
kolona pokazano je da ovaj citokin dovodi do neuroendokrine dediferencijacije, odnosno da

smanjuje imunohistokemijsku ekspresiju kromogranina A te time pogoduje egzokrinoj

. e eee . , .. v . 148
diferencijaciji i zlo¢udnijem ponasanju tumora .

1.6.3. IL-2

Uloga IL-2 kao citokina klju¢nog u regulaciji imunoloskog odgovora prepoznata je kroz
eksperimentalne zivotinjske modele. Misevi u kojih je genetskim inZenjerstvom izgubljena
ekspresija IL-2 ili umiru od limfadenopatije, splenomegalije i hemoliticke anemije ili pak
razvijaju upalu sluznice crijeva nalik na ulcerozni kolitis odnosno u kasnijem tijeku karcinome
proksimalnog dijela crijeva'®. Dodatnu potvrdu vaznosti IL-2 za tumorigenezu dala su
istrazivanja u kojima je u stanicama tumora dokazana ekspresija IL-2 i receptora za IL-2 (IL-
2R)"°. Imunohistokemijska reakcija na IL-2 karakteristi¢na je za stanice u Go/M fazi stani¢nog
ciklusa, odnosno tijekom faze stanicne proliferacije, te je podudarna s jacinom
imunohistokemijske reakcije na Ki67, vazan imunohistokemijski prognosti¢ki biljeg tumora'™.
Nasuprot tomu, imunohistokemijska reakcija na IL-2 izostala je ili je bila oslabljena u stanicama
koje su bile u fazi mirovanja, odnosno bila je tek diskretno pozitivna u dobro diferenciranim
tumorima, s niskim proliferativnim indeksom (<26.5% Ki67 pozitivnih stanica). U kontroli razine
IL-2 sudjeluju polimorfizmi IL-2 gena, smjeStenog na 4q26. Za navedene je polimorfizme takoder

pokazano kako sudjeluju u mijenjanju sklonosti obolijevanju od tumora na podlozi kroni¢ne
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upale''. Istrazivanja uloge IL-2 u IL-2 deficijentnim miSevima pokazala su kako ovaj proupalni

152

citokin sudjeluje 1 u sintezi i sekreciji gastrointestinalnih hormona °~. U pacijenata u kojih je

dokazan H. pylori, polimorfizmi IL-2 gena povecavaju rizik razvoja atroficnog gastritisa, te time i

. .. v . 151
prekanceroznih lezija Zeluca, odnosno adenokarcinoma

. IL-2 svoj unutarstani¢ni ucinak
ostvaruje putem IL-2R, ¢ijom aktivacijom dolazi do pokretanja kaskadnog zbivanja, a aktivacija
JAK-kinaze predstavlja klju¢ni dogadaj. Navedena aktivacija rezultira poveéanjem transkripcije
>1000 gena odgovornih za proliferaciju tumorskih stanica, ali dovodi i do smanjene transkripcije
gena ukljuenih u apoptotske procese' . IL-2 poveéava i transkripciju proupalnih citokina TNF-o
i VEGF'®. U oboljelih od karcinoma malih stanica pluéa serumske koncentracije IL-2 koreliraju
sa stadijem bolesti i prezivljenjem'™*, a agresivnost non-Hodgkinovih limfoma ovisi o
citokinskom profilu u serumima oboljelih, gdje vise vrijednosti IL-2 karakteriziraju agresivnije
oblike bolesti'>. IL-2 primijenjen u tumorsko tkivo inducira angiogenezu i povecava vaskularnu
propusnost te time i potencira uc¢inak citostatika $to se koristi u lijeCenju karcinoma probavnog

. v v 1
sustava i guiterace'>®,

1.6.4. IL-6

IL-6 sudjeluje u upali i metabolizmu kosti, a u tumorigenezi mu se pripisuje uloga

autokrinog ¢imbenika rasta’” '°%. U

stanicama tumora hipofize lokalno stvoren IL-6 potiCe rast i
neoangiogenezu putem stimulacije VEGF'”. Dodatnu ulogu u zlo¢udnom napredovanju tumora
ostvaruje sudjelovanjem u resorpciji kosti §to doprinosi stvaranju kostanih metastaza'®. Na
staniénoj membrani IL-6 se veze za glikoproteinski receptor 130 (gp 130) koji aktivira
unutarstani¢nu kaskadu putem JAK/STAT signalnog puta, odgovornog za prijelaz stanica iz G1 u
S fazu, a na razini stani¢ne jezgre dovodi do aktivacije protoonkogena i inaktivacije tumor-
supresorskih gena. Stoga je, ¢ini se, autokrina produkcija IL-6 odgovorna za konstitutivhu
aktivaciju JAK/STAT puta §to pogoduje nastanku tumora, odnosno njihovom napredovanju'®'. U
oboljelih od kolorektalnog karcinoma IL-6 ima i funkciju prognostickog biljega, obzirom da su
poviSene vrijednosti nadene u oboljelih s uznapredovalim stadijima bolesti. Tako serumske
vrijednosti IL-6 >12 pg/mL u oboljelih od kolorektalnih karcinoma koreliraju s velicinom tumora,
poviSenim vrijednostima CRP 1 postojanjem jetrenih metastaza i metastaza u limfnim
&vorovima'®. Gen za IL-6 smjesten je na kromosomu 7p21-24, a razina ekspresije IL-6 vezana je
uz polimorfizme promotorske regije. NajviSe proucavan je funkcionalni polimorfizam -/74 G/C

uz &ji alel G je uglavnom vezana pojacana ekspresija IL-6 u serumima nositelja'®. Nositelji alela
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-174 G imaju vecu sklonost obolijevanju i losiju prognozu u karcinomu zeluca, crijeva,

: . 157, 164, 1
karcinomu bubrega i prostate'>” 1% 163,

1.6.5. VEGF

Angiogeneza je neophodna za napredovanje tumora i1 vazan je korak u njihovoj
invazivnosti 1 zloCudnom potencijalu. U regulaciji angiogeneze VEGF ima centralnu ulogu, a u
mnogim tumorima razina VEGF bjelanCevine ima 1 prognosticCko znaCenje. Mijenjanjem
vaskularne permeabilnosti, VEGF sudjeluje u stvaranju zlo¢udnih izljeva, a mobilizacijom
endotelnih zametnih stanica iz koStane srzi na mjesta neovaskularizacije dodatno doprinosi
zlo¢udnom potencijalu tumora'®®. Dosadasnja klini¢ka opaZanja vezu povisene razine VEGF s
rezistencijom na radioterapiju, kemoterapiju i hormonsku terapiju'®’.

Ekspresija VEGF kontrolirana je na razini promotora gena za VEGF smjeStenog na
kromosomu 6p12, u podrucju kojeg postoje brojni funkcionalni polimorfizmi. Do sada je najvise
istrazivanja polimorfizama VEGF gena napravljeno na ¢estim tumorima poput karcinoma dojke,
bubrega, crijeva i prostate, kroz koja su otkrivene geneticki kontrolirane varijacije u stvaranju
VEGF. Polimorfizam -1/54 G pridonosi povisenoj ekspresiji VEGF'®®. Manju ekspresiju VEGF
bjelancevine imaju nositelji alela -2578 4 1 -1154 A, koji rjede obolijevaju od karcinoma prostate,
karcinoma crijeva i melanoma'®'"*. U oboljelih od kolorektalnog karcinoma, karcinoma Zeluca,
dojke, hematoloSkih zlo¢udnih bolesti 1 karcinoma malih stanica pluc¢a poviSene serumske
koncentracije VEGF bjelanéevine korelirale su s uznapredovalim stadijem bolesti'”' "7, dok je u
istrazivanjima ekspresije VEGF u tkivu tumora jednjaka, gustera¢e i GEP-NET nadena pozitivna
korelacija izmedu ekspresije VEGF u tumorskom tkivu i gustoée novostvorenih krvnih zila™ .
Istrazivanja uloge gena 1 proteina citokina i ¢imbenika rasta temelj su 1 preduvjet za novu

antitumorsku terapiju, usmjerenu na regulaciju unutarstani¢nih mehanizama rasta GEP-NET'®.

1.7. Dijagnostika neuroendokrinih tumora

Dijagnostika neuroendokrinih tumora temelji se na klini¢koj slici, odredivanju biljega
neuroendokrinih stanica u serumu i urinu oboljelih, lokalizaciji primarnog tumora i udaljenih
metastaza dostupnim standardnim i specificnim imaging tehnikama te konac¢no, patohistoloskoj i
imunohistokemijskoj potvrdi. Serumski, odnosno urinarni biljezi neuroendokrinih tumora, prije

svega kromogranin A (CgA) 1 5-hidroksiindoloctena kiselina (5-HIAA) osim S$to sluze u
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postavljanju dijagnoze NET, korisni su i za pra¢enje uspjesSnosti lijeCenja, a njihove inicijalne
vrijednosti takoder su vazan prognosti¢ki pokazatelj' """

Kromogranin A (CgA) je protein od 49 kDa koji se izluCuje u znacajnim koncentracijama
iz neuroendokrinih stanica, bez obzira na sekretorni status, Sto mu daje osobitu vaznost u
dijagnostici nefunkcionalnih neuroendokrinih tumora. Vrijednosti CgA potrebno je interpretirati s
oprezom u pacijenata lijeCenih somatostatinskim analozima, jer navedeni lijekovi znacajno
smanjuju njegovu vrijednost'’®. Promjene u koncentraciji CgA tada vjerojatno vise ukazuju na
izmijenjenu sintezu i sekreciju hormona nego na stvarno smanjenje tumorske mase. U bolesnika
na stabilnoj dozi somatostatinskih analoga konstantni porast CgA posljedica je ili gubitka kontrole
nad tumorskom sekrecijom ili pak samog rasta tumora. Naime, vrijednosti CgA >75 nmol/L
prema nekim istrazivanjima vezane su uz znacajno loSiju prognozu bolesti, a petogodiSnje
prezivljenje oboljelih s visokim serumskim vrijednostima CgA iznosi svega 22% naspram
prezivljenja oboljelih s nizim vrijednostima CgA koje doseZe i do 63%'"'®'. Kao prognosticki
biljeg GEP-NET koristi se i neuropeptid K, ¢ija vrijednost od 45 pmol/L ¢ini se predstavlja prag
iznad kojeg se znacajno smanjuje prezivljenje oboljelih tijekom petogodisnjeg pracenja (18%), za
razliku od 70% koliko iznosi prezivljenje oboljelih s vrijednostima neuropeptida K ispod
navedene'®.

Vrijednosti 5-HIAA, metabolita serotonina, pokazatelj su metastatske proSirenosti tumora.
PoviSene vrijednosti nalaze se kod postojanja jetrenih metastaza karcinoida, a veli¢ina uglavnom
korelira s veli¢inom/brojem metastaza'®. Na Zalost, 5-HIAA je manje informativan biljeg
neuroendokrinih tumora podrijetlom iz prednjeg i straznjeg crijeva. Prema istrazivanju Feldmana i
O'Dorisia senzitivnost 5-HIAA u oboljelih od metastatskih GEP-NET iznosi svega 73%'™.

Osim navedenih, u dijagnostici NET jo$ se koriste pankreati¢ni polipeptid (PP), Cije
osobito visoke koncentracije prate gotovo 80% PET te 50% karcinoida, zatim humani korionski
gonadotropin sa alfa 1 beta podjedinicom (HCG-B i HCG-a) koji je biljeg zlocudnosti za
neuroendokrine tumore prednjeg crijeva, a u slucaju sumnje na postojanje NET u sklopu sindroma
multiple endokrine neoplazije uputno je odredivanje parathormona (PTH), kalcitonina, prolaktina,
katekolamina i vanilmandeli¢ne kiseline (VMA), kortizola i ACTH. Takoder se uz odredivanje
neuroendokrinih biljega odreduju i CEA, AFP, CA 19-9'%* 1%

Kod hipersekretornih sindroma odreduju se specifi¢ni hormoni, naj¢es¢e inzulin i gastrin.
Vrijednosti gastrina poviSene su 1 u pacijenata na terapiji inhibitorima protonske pumpe te u
oboljelih od atrofickog gastritisa. Kod sumnje na inzulinom, kako bi se moglo pravilno
interpretirati nalaze, uz inzulin i1 proinzulin se odreduju 1 c-peptid te vrijednosti glikemije tijekom

72-satnog testa gladovanja'*® '*7,
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Vrijednost citokina i ¢imbenika rasta kao biljega GEP-NET ocekuje se u ranoj seroloskoj
dijagnostici tumora te dodatno u patohistoloskom stagingu bolesti, obzirom da polimorfizmi gena
mijenjaju 1 tkivnu ekspresiju citokina, a time 1 njthovu koncentraciju u tumorima'*®.

Imaging metode za dijagnostiku neuroendokrinih tumora koriste se u slucaju postojanja
klinicke sumnje na NET, zatim kada je cilj otkriti primarno sijelo tumora u pacijenata s vecé
prisutnim metastazama ili se pak koriste u svrhu odredivanja prosirenosti bolesti. Neuroendokrini
tumori probavnog sustava dijagnosticiraju se standardnim radioloskim metodama ukljucivsi rtg
gastroduodenuma 1 pasazu  crijeva, irigografiuy, CT, MR te  endoskopski
(ezofagogastroduodenoskopija, kolonoskopija) i ultrazvucno (transabdominalni i endoskopski
uzv). Osjetljivost navedenih metoda u otkrivanju neuroendokrinih tumora probavnog sustava je
mala, posebice za nalazenje primarnog sijela, a kre¢e se oko 64% za CT, odnosno 56% za MR,
dok je nesto veca kod metastatskih tumora, dosezuci senzitivnost od 85-88%. Takoder, veca
osjetljivost biljezi se pri detekciji primarnih neuroendokrinih tumora gusterace'™ 2.

U novije vrijeme, posebice za otkrivanje neurendokrinih tumora gusterace koristi se
endoskopski ultrazvuk (EUS), koji je, prema rezultatima usporednih studija, gotovo jednako
kvalitetan kao i1 dosadasnji dijagnosticki zlatni standard-scintigrafija somatostatinskih receptora
oktreotidom, tzv. oktreoscan. Posebno dobri rezultati postizu se pri otkrivanju primarnih
neuroendokrinih tumora gusterace, a tada je i dodatna prednost EUS-a u moguénosti uzimanja
dijagnostickog materijala za postavljanje konacne patohistoloske dijagnoze. Takoder je moguca i
procjena prosirenosti bolesti u okolno tkivo i limfne ¢vorove. Ultrazvucne metode mogu se
koristiti i intraoperativno, ¢ime im raste senzitivnost' " "%,

Oktreoscan se temelji na saznanju da stanice neuroendokrinih tumora na svojoj povrsini
imaju receptore za somatostatin, posebice podtipove 2 1 5 te da radioaktivno obiljezeni oktreotid
(najcesce indijem, no u upotrebi je 1 oktreotid obiljezen tehnecijem) vezuci se za navedene
receptore omogucuje prikaz primarnog tumora i udaljenih metastaza. Senzitivnost metode krece
se oko 90% za otkrivanje neuroendokrinih tumora prednjeg, srednjeg i straznjeg crijeva, dok je
relativno mala za otkrivanje inzulinoma, jer je ekspresija somatostatinskih receptora u navedenih
tumora manja od 50%. Oktreoscan je takoder koristan u pra¢enju odgovora na biolosku terapiju

koja koristi analoge somatostatina'”?

. Od scintigrafskih metoda u upotrebi je i scintigrafija MIBG
obiljezenim jodom, koja u slu¢aju pozitivnog nalaza omoguéava i terapijsku primjenu MIBG'**.
Dodatno poboljSanje u dijagnostici NET zabiljeZeno je uvodenjem pozitron emisijske tomografije
(PET) te kombinacijom PET i CT. Kao izotop za dijagnostiku neuroendokrinih tumora koristi se

triptofan obiljeZen vodikom'*> '*°.
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1.8. Lijefenje neuroendokrinih tumora

Lijecenje neuroendokrinih tumora usmjereno je na odstranjenje ili barem redukciju
primarnog tumora i/ili metastaza uvijek kada je to moguce, te na simptomatsku kontrolu. Kirursko
lijeCenje u vecini sluCajeva, posebice ako je rije¢ o malim (manjim od 2 c¢cm u promjeru),
ogranicenim tumorima predstavlja i1 definitivno izljeCenje. Takoder, cak i1 kod postojanja
metastaza u jetri, ako su one ograni¢ene na jedan rezanj, u 10% bolesnika resekcijom se postize
definitivno izljeGenje ili pak znagajno poboljsanje kvalitete i duzine Zivota'®’.

U svrhu redukcije metastaza te smanjenja njihove hormonske sekrecije koristi se i
embolizacija, odnosno kemoembolizacija jetrene arterije te razliCite metode ablacije. Kao rezultat
navedenih metoda dolazi do ishemije tumorskih stanica i1 konacno likvefakcije tumora.
Petogodi$nje prezivljenje nakon embolizacije iznosi 50-60%, uz simptomatsko poboljSanje
zabiljezeno ¢ak u 80% bolesnika, te biokemijsko poboljSanje u 50-60% slucajeva. Mortalitet pri
navedenom postupku kreée se izmedu 4 i 6%, a manji je nakon prethodne upotrebe oktreotida®".

Ablacija jetrenih metastaza moguca je u bolesnika s bilobarnim metastazama u kojih su
bile neuspjesne embolizacije i kemoembolizacije. Pristup je ili transabdominalni, potpomognut
CT-om, odnosno MR-om ili pak laparoskopski uz primjenu intraoperativnog ultrazvuka. Kako bi
se postigla kontrola hormonske hipersekrecije potrebno je unistiti gotovo 90% tumorske mase.
Vecina autora opisuje ablaciju tumora veli¢ine do 5 cm, a tijekom godina lijeCenja moguce su i
viSekratne primjene ablacije. U svrhu ablacije jetrenih metastaza moguca je i primjena etilnog
alkohola (PEIT), krioterapija ili ablacija pomocu lasera, no kako navedene tehnike nisu provodene
sustavno, u kontroliranim uvjetima i1 na reprezentativnom broju bolesnika, nije moguce sa
sigurnod¢u procijeniti njihovu korisnost'”® '*®. U bolesnika s multiplim jetrenim sekundarizmima
kao opcija postoji i transplantacija jetre'”’.

Kemoterapija se u lijeCenju NET nije pokazala posebno uspjesnom, a €ini se da je uspjeh
obrnuto proporcionalan nalazu oktreoscana. Tek u 10% pacijenata s pozitivhim nalazom
oktreoscana moze se o¢ekivati dobar odgovor na kemoterapiju. Najbolji odgovor na kemoterapiju
postignut je u pacijenata sa slabo diferenciranim i anaplastickim neuroendokrinim tumorima, i to
kombiniranom upotrebom cisplatine i1 etoposida, no trajanje odgovora relativno je kratko te
obi&no iznosi 8-10 mjeseci’®.

Simptomatsko lijeCenje poCiva na upotrebi somatostatinskih analoga 1 interferona,
prvenstveno za lijeCenje razli¢itih hipersekretornih sindroma vezanih uz NET, zatim inhibitora

protonske pumpe za lijeCenje Zollinger-Ellisonovog sindroma i diazoksida za lijecenje
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hipoglikemija u sklopu inzulinoma. Somatostatinski analozi, uz simptomatski, posjeduju i
apoptotski ucinak, a takoder neutraliziraju i ucinak citokina i ¢imbenika rasta na tumorsko tkivo.
Pokazali su se u¢inkovitima u lijeenju NET s ekspresijom tipa 2 i 5 somatostatinskih receptora,
dok su manje ucinkoviti u lijeCenju inzulinoma, somatostatinoma i1 slabo diferenciranih
neuroendokrinih tumora. Osim simptomatskog, navedenim se lijeCenjem ostvaruje i biokemijsko
poboljianje u 30-70% pacijenata'®® 2!,

U simptomatskih bolesnika s inoperabilnim tumorima moguca je i primjena radionuklida s
beta emisijom. Najées¢e se koriste 'I-MIBG te *°Y-oktreotid i °°Y-lanreotid. Podatci o
navedenom lijecenju jo§ uvijek su oskudni, no preliminarni rezultati ukazuju na povoljan uc¢inak
koji se ostvaruje redukcijom tumora i biokemijskih pokazatelja®®> 2.

Nova saznanja vezana uz unutarstani¢ne signalne putove te ulogu citokina i ¢imbenika
rasta svakako otvaraju i dodatne mogucnosti u lijeCenju neuroendokrinih tumora. Ukoliko se
dokaze da polimorfizmi gena za proupalne citokine i Cimbenike rasta povecavaju sklonost
obolijevanju od GEP-NET otvorit ¢e se i potreba za lijekovima s imunomoduliraju¢im u¢inkom.

U tijeku su istrazivanja lijekova koji djeluju na tirozin-kinazu, signalne putove potaknute
¢imbenicima rasta, posebno VEGF-om te druge molekularne markere koji bi se mogli pokazati
znacajnima za nastanak i napredovanje NET. Takoder se razvijaju cjepiva usmjerena na peptide,

.. S . 167, 203, 204
produkte gena koji su ukljuéeni u nastanak neuroendokrinih tumora'®”2%% 2%,
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Hipoteza i ciljevi rada

Gastroenteropankreati¢ni neuroendokrini tumori (GEP-NET) su rijetki tumori, pa stoga
niti ne ¢udi $to su sustavni podaci o oboljelima i tumorigenezi oskudni i nedostupni. Otkrice
tumor-supresorskog gena koji kodira menin te njegova povezanost s nastankom nasljednog raka
potaklo je niz novih istrazivanja molekularnih osnova ne samo nasljednih, ve¢ i sporadi¢nih
oblika GEP-NET, a u centar interesa svakako dovelo i gene za proupalne citokine i ¢imbenike
rasta koji sudjeluju u nastanku i zlo¢udnoj preobrazbi tumora probavnog sustava.

Cilj ove disertacije jest utvrditi postoji li povecana sklonost obolijevanju od
neuroendokrinih tumora probavnog sustava i guSterate (GEP-NET) vezana uz pojedine
haplotipove polimorfizama gena za proupalne citokine i ¢imbenike rasta (IL-1§ -511, IL-2 -330,
IL-6 -174, TNF-a -238, -308, -857, -1031 1 VEGF -1154).

Takoder je cilj istrazivanja utvrditi mijenjaju li navedeni polimorfizmi u GEP-NET razinu
citokina i1 ¢imbenika rasta u serumu i tkivu tumora oboljelih od GEP-NET, §to bi doprinijelo
razumijevanju etiopatogeneze bolesti.

Dodatni cilj je procijeniti vrijednost citokina i Cimbenika rasta kao dijagnosti¢kih i
prognostickih biljega GEP-NET usporedbom s poznatim biljezima poput CgA 1 5-HIAA S§to bi
svakako upotpunilo spoznaje o tijeku bolesti, odnosno pomoglo u prepoznavanju i izdvajanju
posebno ugrozenih bolesnika.

Istrazivanje ¢e se provesti na klinicki definiranoj skupini oboljelih od GEP-NET, kojima je

bolest prethodno dokazana standardnim dijagnostickim postupcima i ukljucit ¢e sljedece analize:

1. odredivanje ucestalosti SNP IL-15-511, IL-2 -330, IL-6 -174, TNF-a -238, -308, -857, -
10311 VEGF -1154 u oboljelih te kontrolnoj, zdravoj populaciji

2. usporedbu ucestalosti SNP IL-1f -511, IL-2 -330, IL-6 -174, TNF-o. -238, -308, -857, -
1031 1 VEGF -1154 izmedu oboljelih od razli¢itih vrsta neuroendokrinih tumora
(podrijetla guSteraCe 1 crijeva; prema funkcionalnom statusu tumora; prema
embriogenetskom podrijetlu neuroendokrinih tumora crijeva)

3. odredivanje serumskih razina IL-1B, IL-2, IL-6, TNF-a i VEGF u oboljelih od GEP-
NET

4. odredivanje izrazenosti proteina IL-1B, IL-2, IL-6, TNF-a i VEGF u dostupnom
tumorskom tkivu oboljelih od GEP-NET

5. korelaciju genotipova i serumske i tkivne razine citokina i ¢imbenika rasta

6.  korelaciju serumskih vrijednosti citokina i ¢imbenika rasta s CgA i 5-HIAA koji
predstavljaju uvrijezene biljege GEP-NET

7. korelaciju tkivne izrazenosti citokina i ¢cimbenika rasta s Ki67
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Sekundarni ciljevi rada ukljucuju:

-analizu vodecih klini¢kih simptoma prisutnih pri postavljanju dijagnoze,
-evaluaciju bazalnih vrijednosti hormona u slu¢aju sumnje na hipersekretorne sindrome i

evaluaciju tumorskih biljega.

Takoder je svrha ovog rada predvidjeti doprinos citokina i ¢imbenika rasta u patogenezi i
progresiji sporadi¢nih oblika GEP-NET, kao i prepoznati bolesnike u kojih ¢e tijek GEP-NET biti
nepovoljniji, s namjerom ranog otkrivanja recidiva ili metastaza. U bolesnika u kojih je GEP-NET
dio sindroma multiple endokrine neoplazije cilj je i rano prepoznavanje i kontrola ¢lanova obitelji
u kojih postoji povecani rizik za pojavu bolesti.

Vjerujemo da ¢e se kroz evaluaciju polimorfizama gena za citokine i ¢imbenike rasta (IL-
1B, IL-2, IL-6, TNF-a, VEGF) 1 neuroendokrinih biljega poput CgA 1 5-HIAA mo¢i prepoznati
bolesnike potencijalno ugrozene nepovoljnijim tijekom bolesti te dijagnosticirati GEP-NET u
ranijem stadiju bolesti.

Navedeno ¢e, vjerujemo, pomoc¢i donosenju smjernica u molekularnoj dijagnostici i lijecenju

oboljelih od GEP-NET.

HIPOTEZA

1. Ucestalost alela/genotipova povezanih s promijenjenom ekspresijom citokina i ¢imbenika
rasta (IL-1pB, IL-2, IL-6, TNF—a, VEGF) u oboljelih od GEP-NET veca je od njihove
ucestalosti u zdravoj populaciji te se razlikuje s obzirom na primarno sijelo i

funkcionalnost tumora.

2. Genotipovi povezani s promijenjenom ekspresijom citokina i ¢cimbenika rasta koreliraju s
njihovim vrijednostima u serumu oboljelih od GEP-NET te s vrijednostima kromogranina

A 15-HIAA, odnosno tezinom klinicke slike.
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Ispitanici i metode

3.1. Ispitanici

Istrazivanje uloge gena za citokine 1 ¢imbenike rasta u nastanku i1 napredovanju
neuroendokrinih tumora probavnog sustava i gusterace (GEP-NET) obuhvatilo je 101 bolesnika s
GEP-NET, kontroliranih i lije¢enih u Zavodu za endokrinologiju, dijabetes i bolesti metabolizma
Klini¢ke bolnice ,,Sestre milosrdnice” u Zagrebu od 2000. do 2008. godine. Pacijentima je
dijagnoza GEP-NET bila postavljena dostupnim imaging (CT, MR, rtg, uzv, oktreoscan),
endoskopskim (EGD, EUS) i laboratorijskim metodama (kromogranin A, 5-HIAA), a potvrdena
ili citoloski ili patohistoloski ovisno o dostupnosti tumorskog tkiva. Medu oboljelima je bilo 50
zena 1 51 muskarac. Oboljeli od neuroendokrinih tumora probavnog sustava i gusterace bili su
stari 50.3+16.5 godina u ¢asu postavljanja dijagnoze (najmladi bolesnik imao je 12, a najstariji 85
godina). Prosjecna dob ispitanika kod postavljanja dijagnoze bila je 51.8+16.3 godinu, dok su
ispitanice bile prosje¢no stare 48.63+16.68 godina. U ¢asu postavljanja dijagnoze bolest je bila
lokalizirana u 61.2% oboljelih, a metastatsku bolest imalo je 38.8% pacijenata. Prema lokalizaciji
primarnog tumora 38% GEP-NET pripadalo je srednjem crijevu, dok ih je 62% bilo smjeSteno u
podrucju prednjeg crijeva, od ¢ega 46 u gusteraci.

U daljnjim analizama oboljeli su podijeljeni prema sijelu i funkcionalnosti primarnog
tumora u skupine.

Prvu skupinu Cinili su bolesnici s neuroendokrinim tumorima smjeStenim u probavnom
sustavu (GI-NET) 1 to ili u podrucju prednjeg (FG) ili srednjeg crijeva (MG), a prema
funkcionalnosti dodatno su svrstani u skupinu funkcionalnih (GIF), odnosno nefunkcionalnih
tumora (GINF).

Drugu su skupinu ¢inili bolesnici s neuroendokrinim tumorima gusterace (PET), dodatno

podijeljeni u skupinu funkcionalnih (FP) odnosno nefunkcionalnih tumora (NFP).
Kontrolnu skupinu za polimorfizme gena za proupalne citokine i ¢imbenik rasta (IL-1f -511, IL-2
-330, IL-6 -174, TNF-o -238, -308, -857, -1031 i VEGF -1154) sacinjavalo je 150 nesrodnih
zdravih osoba, usporedivih po dobi i po spolu, ¢ija je DNA pohranjena u Hrvatskoj banci DNA i
tumora za bazicna istrazivnja pri Zavodu za molekularnu medicinu Instituta Ruder Boskovi¢, a
predstavljaju reprezentativni uzorak hrvatske populacije.

Svim bolesnicima odredeni su standardni biljezi neuroendokrinih tumora:

1. kromogranin A (CgA) u serumu

2. 5-hidroksi-indoloctenu kiselina (5-HIAA) u 24-satnom urinu
3. B-HCG i free f-HCG
4

. Ki67 u dostupnom tumorskom tkivu
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5. vodeci hormonski produkt u sluc¢aju funkcionalnih tumora (inzulin, c-peptid, gastrin)
Za svakog bolesnika bilo je poznato:

1. starost kod prvog pregleda (godine starosti)

2. dob bolesnika u ¢asu postavljanja dijagnoze (godine starosti)

3. vodec¢i simptom bolesti
4

. postojanje bolesti u ¢lanova obitelji

3.2. Metode istraZivanja
3.2.1. Analiza polimorfizama gena za citokine i ¢imbenike rasta

U ovom radu analizirana je DNA izolirana iz periferne krvi 101 oboljelog od GEP-NET
koji se lijee u Zavodu za endokrinologiju Klini¢ke bolnice Sestre milosrdnice u Zagrebu te kao
kontrolna skupina DNA 150 zdravih nesrodnika, usporedivih po dobi i po spolu. Uzorci zdravih
nesrodnika koji su koriSteni u ovom radu preuzeti su iz Hrvatske banke tumora i DNA za bazi¢na
istrazivanja koja se nalazi u Zavodu za molekularnu medicinu Instituta Ruder Boskovi¢.
KoriStenjem ovih uzoraka osigurana je njihova kvaliteta s obzirom na kriterije prikupljanja i

pohrane”®.
3.2.1.1. Izolacija DNA iz krvi

Ukupna genomska DNA izolirana je iz periferne krvi standardnom fenol-kloroform
metodom. Kako bi se dobio ¢isti talog stanica krvi su isprane otopinom koja je sadrzavala NacCl,
KCI te MgCl,. Potom su eritrociti lizirani otopinom za lizu eritrocita (131 mM NH4Cl,, 0,1 mM
NH4HCOs3). Dobiveni ¢isti talog resuspendiran je u 300 ul STE (0,1 M NaCl, 0,05 M Tris HCI,
0,1 M EDTA, pH 7,4) pufera za izolaciju DNA. U smjesu je dodano 20 ul proteinaze K,
suspenzija je dobro promijeSana uz pomo¢ drmalice te je smjesa inkubirana preko no¢i na 37°C uz
stalno mijeSanje. Sutradan je viskozna smjesa ohladena na sobnoj temperaturi te je dodan jednaki
volumen fenola (Kemika). Laganim mijeSanjem kroz 10 minuta dvije su faze izmijeSane u
emulziju. Faze su potom razdvojene centrifugiranjem kroz 10 minuta pri 10000xg na sobnoj
temperaturi. Gornja, vodena faza, izdvojena je u Cistu epruvetu te je potom procis¢ena s tri

volumena smjese kloroform-izoamilni alkohol. Iz prociS¢ene vodene faze precipitirana je DNA
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hladnim (-20°C) apsolutnim etanolom. Talog DNA kratko je posuSen na 37°C, otopljen u TE (10
mM Tris, O,1 M EDTA) puferu te pohranjen na +4°C.

3.2.1.2. Odredivanje koncentracije DNA

Koncentracija DNA u uzorcima odredena je spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 260
nm u spektrofotometru (Ceceil, CE 2040). Koristene su kvarcne kivete u koje je otpipetirano 995
mikrolitara QH,O te 5 mikrolitara uzorka. Pomoc¢u izmjerene opti¢ke gustoce (OD) izracunata je
masena koncentracija (y) DNA u uzorku prema formuli:

y=OD XR X ¢
Gdje je:

Y - masena koncentracija (ug/mL)

R —razrjedenje u kiveti

OD - opticka gustoca ocitana pri valnoj duljini od 260 nm

¢ - ekstincijski koeficijent za DNA (50 pg/mL)
Cisto¢a DNA provjerena je mjerenjem apsorbancije pri valnim duljinama od 260 nm i 280 nm te
izraCunavanjem njihovog omjera koji je trebao biti izmedu 1.65 1 1.85. Kvaliteta izolirane DNA
provjerena je elektroforezom u 1%-tnom gelu agaroze.
3.2.1.3. Analiza SNP polimorfizama

U analizi SNP polimorfizama koristena je metoda PCR-RFLP (od engl. Polymerase Chain
Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism) te “real-time” PCR-SNP analiza.
PCR-RFLP

Metodom PCR-RFLP analizirani su sljede¢i SNP polimorfizmi: IL-6 -174 C/G (rs
1800795) te IL-2 -330 T/G (rs 2069762).

Parovi specifi¢nih pocetnih oligonukleotida koristeni za umnaZanje odsjecaka gena prikazani su u

tablici 1.
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Tablica 1. Temperatura sparivanja i poc¢etni oligonukleotidi koristeni u reakciji PCR.

Temperatura
SNP . Pocetni oligonukleotidi
sparivanja

5 ATG CCAAGT GCT GAG TCACTA 3
IL6 -174 C/G 58°C

5 TCG AGG GCAGAATGAGCCTC 3’

5 ACATTAGCC CAC ACTTAGGT &
IL2 -330 T/G 57°C
5 AGA CTG ACT GAATGG ATG TAG GTG &

LANCANA REAKCIJA POLIMERAZOM (PCR)

Reakcija PCR se odvijala u volumenu od 25 pl kojeg je saCinjavalo 2.5 pl komercijalno
dostupnog 10X PCR pufera (Applied Biosystems, SAD)(100 mM Tris HCI pH 8.3, 500 mM KCl,
1.5 mM MgCl,), smjese nukleotida (ANTP tj. dATP, dTTP, dCTP i dGTP, 50 mM svaki)(Roche
Diagnostics GmbH, Njemacka), pocetni oligonukleotidi (200 nM svaki), 100 ng DNA, 0.5
jedinica Taq polimeraze te QH,O. Svaki od 30 ciklusa reakcije PCR sastojao se od tri faze.
Denaturacija je trajala 30 sekundi pri 95°C, faza sparivanja trajala je 30 sekundi pri specifi¢noj
temperaturi za svaki od navedenih polimorfizama (tablica 3), dok je faza produljivanja lanaca
trajala 45 sekundi pri 72°C. Produkti koji su dobiveni umnazanjem reakcijom PCR provjereni su
horizontalnom elektroforezom u 2.5%-tnom gelu agaroze (Sigma, Njemacka). Velicina
umnozenog odsjecka odredena je prema DNA standardu IX (¢x174/Haelll)(Roche Diagnostics

GmbH, Njemacka). Produkti reakcije PCR prikazani su u gelu agaroze uz pomo¢ transiluminatora.

REAKCIJA RFLP

SNP polimorfizmi IL-6 -174 C/G te IL-2 -330 T/G analizirani su metodom RFLP tj.
cijepanjem produkata reakcije PCR uz pomo¢ restrikcijskih enzima. Kako bi se odredio status
alela na temelju postojanja polimorfnog mjesta, produkt koji je dobiven reakcijom PCR pocijepan
je odgovarajucim restrikcijskim enzimom (tablica 2). Na 10 ul produkta reakcije PCR dodana je 1
jedinica enzima, 1.5 ul komercijalno dostupnog pufera pripadaju¢eg enzimu te QH,O do
volumena od 25 pl. Smjesa je inkubirana preko noci, pri odgovarajucoj temperaturi za svaki od

koriStenih restrikcijskih enzima (tablica 2).
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Tablica 2. Restrikcijski enzimi i temperature inkubacije u reakciji RFLP

SNP Restrikcijski enzim / temperatura
IL6 -174 C/G Nialll (New England, BioLabs) / 37°C
IL2 -330 T/G Mael (Roche) / 45°C

ANALIZA PRODUKATA REAKCIJE RFLP ELEKTROFOREZOM U GELU
POLIAKRILAMIDA

Produkti reakcije RFLP analizirani su u nedenaturiraju¢em gelu poliakrilamida (akrilamid
(Sigma) : N,N’metilen bisakrilamid (Serva) =29 : 1.5, TBE: 45 mM Tris-borat, | mM EDTA, pH
8 (N, N, N, N’, N’ — tetrametildietil-diamin (Serva), (NH4),S,Og (Serva)).

Analiza SNP oba polimorfizma /IL-6 -174 C/G te IL-2 -330 T/G izvrSena je elektroforezom u
10%-tnom nedenaturiraju¢em gelu poliakrilamida. Na gel veli¢ine 35 x 30 cm naneSeno je 12 ul
produkta reakcije RFLP pomijeSanog s puferom za uzorke. Elektroforeza je trajala 3 sata pri
stalnom naponu od 400 V. Rezultat elektroforeze prikazan je bojenjem gela srebrom. Veli¢ina

odsjecaka odredena je prema DNA standardu pBR322/Mspl (New England, BioLabs, SAD).

“REAL TIME” PCR-SNP ANALIZA

Metodom “real-time” PCR-SNP analizirani su sljede¢i polimorfizmi: TNF-« -308 G/A (rs
1800629), TNF-a -238 G/A (rs 361525), IL1f -511 T/C (rs 1143627) te VEGF -1154 A/G (rs
1570360).

Za analizu ovih polimorfizama koristeni su TaqMan® SNP genotipizacijski eseji i to
C 2215707 _10 za TNF-0.-238 A/G, C_7514879 10 za TNF-a. -308 A/G C 11918223 10 za TNF-
a -857 C/T 1 C 7514871 10 za TNF-a -1031 C/T (Applied Biosystems, SAD). Reakcija “real-
time” PCR-SNP analiza izvedena je na uredaju ABI PRISM® 7000 Sequence Detection System
(Applied Biosystems, SAD). Reakcijska smjesa se sastojala od 100ng DNA, 1.25 ul eseja, 12.5 pl
TaqMan® Universal PCR Master Mixa (Applied Biosystems, SAD) te QH,O do ukupnog
volumena reakcijske smjese od 25 ul. Reakcija PCR se odvijala pod sljede¢im uvjetima: 50°C

kroz 2 minute, 95°C kroz 10 minuta te 40 ciklusa od 92°C 15 sekundi te 60°C 1 minutu.
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3.2.2. Odredivanje citokina i ¢imbenika rasta u serumu

Proupalni citokini i VEGF odredivani su u Endokrinoloskom laboratoriju Klini¢ke bolnice
«Sestre milosrdnice». Uzorci krvi za odredivanje citokina i ¢imbenika rasta uzeti su u isto vrijeme
kada i za standardni biljeg CgA, odnosno unutar tjedan dana od sakupljanja uzorka 24-satnog
urina za odredivanje 5-HIAA. Za IL-2 i VEGF odredene su gornje granice normalnih vrijednosti
odredivanjem istih u serumima 20 zdravih pojedinaca, tako da je za IL-2 i VEGF uz osjetljivost

odredena i specifi¢nost.

TNF-a0- Koncentracija TNF-a u serumu oboljelih od GEP-NET odredivana je
kemiluminiscentnom imunometrijskom metodom pomoc¢u TNF-a monoklonskih antitijela na
IMMULITE sistemu prema uputama proizvodaca (Diagnostic Products Corporation, Corporate
offices, LA, USA). Gornja granica normalnih vrijednosti za navedeni citokin bila je 8.1 pg/mL.
Na tocnost rezultata nije utjecala koncentracija bilirubina u serumu, vrijednosti lipidemije niti
koncentracija hemoglobina u sluc¢aju hemolize uzoraka. Uzorci su prije odredivanja TNF-a bili

pohranjeni na temperaturi -20 °C do maksimalno 6 mjeseci.

IL-1B- Koncentracija IL-1B u serumu oboljelih od GEP-NET odredivana je dvostranom
kemiluminescentnom imunometrijskom metodom pomocu IL-1f monoklonskih antitijela na
IMMULITE sistemu prema uputama proizvodaca (Diagnostic Products Corporation, Corporate
offices, LA, USA). Gornja granica detektabilnih vrijednosti IL-1p ovim testom iznosila je 5
pg/mL. Na to¢nost rezultata nije utjecala koncentracija bilirubina u serumu, vrijednosti lipidemije
niti koncentracija hemoglobina u slucaju hemolize uzoraka. Uzorci su prije odredivanja IL-1p bili

pohranjeni na temperaturi -20 °C do maksimalno 6 mjeseci.

IL-6- Koncentracija IL-6 u serumu oboljelih od GEP-NET odredivana je kemiluminescentnom
imunometrijskom metodom pomocu IL-6 monoklonskih antitijela na IMMULITE sistemu prema
uputama proizvodaca (Diagnostic Products Corporation, Corporate offices, LA, USA). Gornja
granica normalnih vrijednosti bila je 3.4 pg/mL. Na to¢nost rezultata nije utjecala koncentracija
bilirubina u serumu, vrijednosti lipidemije niti koncentracija hemoglobina u slucaju hemolize
uzoraka. Uzorci su prije odredivanja IL-6 bili pohranjeni na temperaturi -20 °C do maksimalno 6

mjeseci.
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IL-2- Koncentracija IL-2 u serumu oboljelih od GEP-NET i kontrolnoj skupini 20 zdravih,
nesrodnih ispitanika usporedivih po dobi i spolu odredivana je kvantitativnim enzimskim
imunoesejom pomocu IL-2 specificnog monoklonskog antitijela prema uputama proizvodaca
(R&D Systems Europe, Ltd., UK). U kontrolnoj skupini je srednja vrijednost IL-2 iznosila
0.82+0.61 pg/mL te je kao gornja granica normalnih vrijednosti odredena vrijednost 2.03 pg/mL,

Sto je u skladu s dostupnim literaturnim podacima.

VEGF- Koncentracija VEGF u serumu oboljelih od GEP-NET 1 kontrolnoj skupini 20 zdravih
nesrodnih ispitanika usporedivih po dobi i po spolu odredivana je kvantitativnim enzimskim
imunoesejom pomocéu VEGF monoklonskog antitijela prema uputama proizvodaca (R&D
Systems Europe, Ltd., UK). Minimalna detektibilna koncentracija iznosila je 5 pg/ml, dok gornja
granica normale nije dana, stoga su kao normale posluzile vrijednosti VEGF odredene u
kontrolnoj skupini ispitanika. Serumske razine VEGF bjelancevine u zdravoj, kontrolnoj
populaciji prosjec¢no su iznosile 140.9 pg/mL+64.7, te je kao gornja granica normalnih vrijednosti

uzeta razina 270.6 pg/mL, §to je u skladu s dostupnim literaturnim podacima.

3.2.3. Odredivanje hormona i tumorskih biljega

Hormoni su odredivani u Endokrinoloskom laboratoriju Klini¢ke bolnice ,,Sestre
milosrdnice®, a tumorski biljezi u Zavodu za nuklearnu medicinu Klinicke bolnice "Sestre
milosrdnice" radiometrijskim, imunoradiometrijskim, spektrofotometrijskim metodama te ELISA
testom prema uputama proizvodaca komercijalnih reagensa. Navedene su pretrage bile indicirane
na temelju klinicke slike oboljelih, te su hormoni, odnosno tumorski biljezi odredivani u onih
oboljelih u kojih je bila postavljena sumanja na funkcionalni neuroendokrini tumor, odnosno
postojanje sindroma multiple endokrine neoplazije. Normale za odredivane hormone i1 tumorske

biljege prikazane su u tablici 3.
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Tablica 3. Normalne vrijednosti hormona i tumorskih biljega

Pretraga Raspon normalnih vrijednosti
CEA 0-5 ng/mL
CA 19-9 <37 U/mL
AFP <6.0 ng/mL
B-HCG <2 IJ/L
Free- B-HCG <0.19 ng/mL
gastrin <108 pU/mL
kalcitonin <13 pg/mL
CgA n. do 60 ng/mL
5-HIAA n. do 78 umol/L
inzulin n. 5-25 mlJ/L
c-peptid n. 0.2-1.0 ng/mL
PRL Z.n.2.0-30.0 m.n. 2.0-20.0
PTH n. 15-65 pg/mL

CEA-karcinoembrionalni antigen; AFP-alfa feto protein, HCG-humani korionski gonadotropin;
CgA-kromogranin A; PRL-prolaktin; PTH-parathormon

3.2.4. Imunohistokemijska analiza citokina i ¢imbenika rasta

Smjestaj 1 intenzitet ekspresije proteinskih produkata ispitivanih gena za citokine i
¢imbenike rasta ispitan je reakcijom imunohistokemije na parafinskim rezovima dostupnog
tumorskog tkiva fiksiranog u 10%-tnom puferiranom formalinu. Analizirani su preparati tkiva
oboljelih od GEP-NET ukljucenih u ovo istrazivanje dobiveni operativnim zahvatom ili biopsijom,
a koji se Cuvaju u parafinskim blokovima u Zavodu za patologiju Klinicke bolnice «Sestre
milosrdnice». Patohistoloska dijagnoza neuroendokrinog tumora postavljena je temeljem
histoloske analize preparata bojenjem HE te imunohistokemijske reakcije pozitivne na
kromogranin, neuron-specificnu enolazu (NSE) 1 sinaptofizin koji su standardni biljezi za
postavljanje dijagnoze GEP-NET. U svim preparatima odreden je Ki67 indeks.
Imunohistokemijska analiza ucinjena je na ukupno 48 GEP-NET. Dva su tumora bila
neuroendokrini tumori gusterace, a preostalih 46 neuroendokrini tumori podrijetla crijeva.

Lokalizacija i intenzitet ekspresije proteina ispitivani su metodom imunohistokemije na
parafinskim rezovima tkiva fiksiranth u 10%-tnom puferiranom formalinu. Reakcija
imunohistokemije izvrSena je metodom peroksidaza-anti-peroksidaza uz koriStenje primarnih

misjih monoklonskih protutijela na protein TNF-a (MAB610) (R&D Systems, SAD), IL-1p
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(11ES) (Santa Cruz Biotechnologies, SAD), IL-2 (N7.48A) (Santa Cruz Biotechnologies, SAD),
IL-6 (MAB2061) (R&D Systems, SAD) te VEGF (C-1) (Santa Cruz Biotechnologies, SAD).
Parafinski rezovi debljine Sum fiksirani na predmetna stakalca deparafinizirani su u
ksilenu (Kemika, Hrvatska), rehidrirani u padaju¢im koncentracijama etanola (95%—70%—50%)
(Kemika, Hrvatska) te isprani u fosfatnom puferu (PBS, od engl. phosphate buffer saline).
Preparati su potom fiksirani u metanolu (Kemika, Hrvatska). Kako bi se blokirala aktivnost
endogenih peroksidaza u metanol za fiksiranje dodan je 3% vodikov peroksid (Kemika, Hrvatska)
tijekom 15 minuta na sobnoj temperaturi. Po zavrSetku fiksacije stakalca su ponovno isprana u
PBS-u. Nespecifiéno vezanje blokirano je s DAKO® Protein Block Serum-Free (DAKO
Corporation, SAD) u vlaznoj komori kroz 10 minuta pri sobnoj temperaturi. Zatim je na preparate
nakapano primarno misje monoklonsko protutijelo u koncentraciji od 5 pg/ml. Preparati su s
primarnim protutijelom inkubirani preko no¢i u vlaznoj komori pri 4°C. Po isteku inkubacije
stakalca su isprana tri puta u PBS-u. Potom su preparati inkubirani sa sekundarnim protutijelom
(DAKO  EnVision™+System, HRP) te kromogenom (DAKO Liquid DAB+
Substrate Chromogen System) u cilju vizualizacije pozitivne reakcije. Jezgre su bojane
hematoksilinom kroz 30 s (Fisher Diagnostics, SAD), a razvijanje boje ucinjeno je u hladnoj
vodovodnoj vodi. Preparati su potom dehidrirani u rastu¢im koncentracijama etanola i ksilenu te

trajno uklopljeni u Kanada balsam (Kemika, Hrvatska).

ANALIZA REZULTATA REAKCIJE IMUNOHISTOKEMIJE

U imunohistokemijski obradenim tkivima promatran je smjesStaj proteina u stanici te
intenzitet ekspresije u svakom pojedinom uzorku. Sama analiza reakcije imunohistokemije
temeljila se na semikvantitativnom odredivanju intenziteta obojenja svjetlosnim mikroskopom.
Uzorci su prema intenzitetu podijeljeni u 4 kategorije. Svaki rez je analiziran u cjelokupnom
podrucju tumora. Rezultati imunohistokemije smatrani su negativnima ako nije bilo obojenja te su
u tom slucaju oznaceni s 0, blago pozitivnima kod <25% pozitivnih stanica uz oznaku 1, umjereno
pozitivnima kod >25-50% pozitivnih stanica uz oznaku 2, odnosno jako pozitivnima uz oznaku 3
ako je bilo prisutno >50% pozitivnih stanica u neuroendokrinim tumorima. Preparate su

analizirala dva nezavisna promatraca, patologa.
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3.2.5. Statisticke metode

Rezultati su prikazani pomocu tablica i slika. Deskriptivne statistiCke metode koristene
su za prikazivanje demografskih podataka ispitanika. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost +
standardna devijacija. Za ispitivanje razlika u genotipovima, genotipovima izmijenjene ekspresije
te alelima izmijenjene ekspresije koriSteni su Pearsonov y2 test uz Yatesovu korekciju na
kontinuiranost, ili Fischerov test ako je broj vrijednosti u jednoj od kategorija bio manji ili jednak
pet. Serumske vrijednosti citokina nisu dolazile iz normalne distribucije (p-vrijednost Shapiro-
Wilk testa za normalnost manja od 0.05), pa je za analizu razlika u distribuciji vrijednosti koriSten
Kruskal-Wallisov test. Vrijednosti rezultata imunohistokemijske analize tkiva nisu dolazile iz
normalne distribucije (p-vrijednost Shapiro-Wilk testa za normalnost manja od 0.05). Stoga je za
testiranje hipoteza o razlici u vrijednostima imunohistokemijske analize citokina i ¢imbenika rasta
ovisno o genotipu odabran neparametrijski Kruskal-Wallis test, a za testiranje smjera razlika
izmedu genotipova normalne i izmijenjene ekspresije Mann-Whitneyev test. Spearmanov test
koristen je za korelaciju tkivne ekspresije citokina i Cimbenika rasta s Ki67. Razina znacajnosti za

sve testove iznosila je 95%, odnosno rezultati su smatrani znac¢ajnima pri p-vrijednosti <0.05.
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Rezultati

Rezultati analize genotipova, genotipova povezanih s izmijenjenom ekspresijom i alelima
povezanima s izmijenjenom ekspresijom proupalnih citokina i ¢imbenika rasta VEGF u oboljelih
od neuroendokrinih tumora probavnog sustava i guSterace i u zdravoj, kontrolnoj skupini te
analiza ekspresije citokina i ¢imbenika rasta u serumima i tumorskom tkivu oboljelih prikazani su

tabli¢no i pomocu slika. Karakteristike oboljelih prikazane su u tablici 4.

Tablica 4. Osnovne karakteristike oboljelih od gastroenteropankreati¢nih neuroendokrinih tumora
(GEP-NET)

Zene muskarci
SPOL 50 (49.5%) 51 (50.5%)
STAROST OBOLJELIH 0-20 220-40 240-60 260
0 (0.0%) 7 (16.8%) | 43 (42.6%) 1 (40.6%)
STAROST PRI 0-20 >20-40 >40-60 >60
POSTAVLJANJU DIJAGNOZE 3 (3.0%) 19 (18.8%) | 43 (42.6%) | 30 (29.7%)
FUNKCIONALNI STATUS GINF GIF NFP FP
TUMORA 42 (41.6%) | 13 (12.9%) | 26 (25.7%) | 20 (19.8%)
VRSTA NEUROENDOKRINOG FG MG
TUMORA PREMA
LOKALIZACWJI 63 (62.4%) 38 (37.6%)
UDRUZENOST TUMORA U MEN 1 sporadic¢no
SINDROME 13 (12.9%) 88 (87.1%)
karcinoid 16 (18.2%)
inzulinom 9 (10.2%)
nefunkcli\?gal?i tumor, 6 (46.1%)
GEP-NET PREMA
FUNKCIONALNOM STATUSU gastrinom, MEN1 3(23.1%)
TUMORA inzulinom, MEN1 2 (15.4%)
karcinoid, MEN1 2 (15.4%)
VIP-om 1(1.1%)
nefunkcionalni tumori 62 (70.5%)

FG-neuroendokrini tumori podrijetla prednjeg crijeva; MG-neuroendokrini tumori podrijetla srednjeg crijeva;
GINF-nefunkcionalni neuroendokrini tumori crijeva; GIF- funkcionalni neuroendokrini tumori crijeva; FP-
funkcionalni neuroendokrini tumori gusterace; NFP-nefunkcionalni neuroendokrini tumori gusterace;, MEN-sindrom
multiple endokrine neoplazije

Obolijevanje od GEP-NET slijedilo je bimodalni raspored, s najve¢om incidencijom
izmedu 16. 1 30. godine, te 40. i 65. godine starosti (slika 5). Nesto ceS¢e su do 30. godine
obolijevale Zene (p=0.28, slika 5A), a tumori su ces¢e bili dio sindroma multiple endokrine

neoplazije (p=0.8585, slika 5B).
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Slika 5. Prikaz ucestalosti GEP-NET prema dobnim grupama i spolu (A) te dobnim
grupama i obliku GEP-NET (sporadi¢ni vs. u sklopu sindroma MEN-1) (B)

U kasnijoj zivotnoj dobi tumori su se javljali uglavnom sporadi¢no, s podjednakom
ucestaloS¢u u oba spola. Prema lokalizaciji primarnog tumora 38% GEP-NET pripadalo je
srednjem crijevu, dok ih je 62% bilo smjesteno u podrucju prednjeg crijeva, od cega 46 u
gusSteraci (tablica 4). 68 (67.3%) tumora je bilo nefunkcionalno, od toga 42 (61.8%)
neuroendokrina tumora crijeva (GI-NET) te 26 (38.2%) neuroendokrinih tumora gusterace (PET),
dok je 33 (32.7%) bilo funkcionalno. Medu funkcionalnim tumorima bilo je 18 (54.6%)
karcinoida, 11 (33.3%) inzulinoma, 3 (9.1%) gastrinoma i 1 (3.0%) VIPom. 88 (87.1%)
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ispitanika bolovalo je od sporadi¢nih oblika GEP-NET, a u njih 13 (12.9%) GEP-NET je bio dio
sindroma multiple endokrine neoplazije tip-1 (MEN-1). 6 pacijenata s tumorima u sklopu
sindroma MEN-1 pripadali su trima obiteljima. U sklopu sindroma multiple endokrine neoplazije
bilo je 2 (15.4%) inzulinoma, 2 (15.4%) karcinoida, 3 (23.1%) gastrinoma 1 6 (46.2%)

nefunkcionalnih tumora (tablica 4).

Tablica 5. prikaz najces¢ih lokalizacija metastaza, vodecih simptoma te na¢ina postavljanja
dijagnoze GEP-NET u oboljelih

jetra, limfni évorovi 14 (14.3%)
METASTAZE limfni Evorovi 14 (14.3%)
bez metastaza 60 (61.2%)
jetra 10 (10.2%)
anemija 6 (6.2%)
bolovi 34 (34.1%)
bolovi, anemija 2 (2.1%)
bolovi, nespecifiéni 1 (1%)
bolovi, proljevi 2 (2.1%)
flushing 8 (8.2%)
flushing, nespecifi¢ni 1 (1%)
SIMPTOMI flushing, proljevi 1 (1%)
hipoglikemija 11 (11.3%)
krvarenje 1(1%)
krvarenje, bolovi 1 (1%)
nespecifiéni 16 (16.5%)
proljevi 10 (10.3%)
proljevi, flushing 3 (3.1%)
biopsija 31 (31.3%)
HISTOLOGIJA operativno 68 (68.7%)
nije ucinjen 13 (13%)
OKTREOSCAN negativan nalaz 48 (48%)
pozitivan nalaz 39 (39%)

Oktreoscan-scintigrafija somatostatinskih receptora oktreotidom

NajceSce metastaze gastrointestinalnih neuroendokrinih tumora bile su u jetri i lokalnim
limfnim ¢vorovima (14.3%), samo u lokalnim limfnim ¢vorovima (14.3%) te samo u jetri (10.2%),
Sto je u skladu s podacima o oboljelima od GEP-NET i u ostalim istrazivanjima (tablica 5).

Osobe Zenskog spola obuhvacene ovim istrazivanjem imale su manje metastaza od muskih
ispitanika (p=0.54), no spol nije imao utjecaj na funkcionalni status tumora, kao niti na tip
neuroendokrinog tumora (p=0.29 i p=0.59). Znacajno manje metastaza imali su oboljeli od
nefunkcionalnih neuroendokrinih tumora crijeva (ve¢inom tumori zeluca 1 crvuljka),
(p=0.000004). U 13.4% oboljelih od GEP-NET vode¢i simptom bio je proljev, dok se na tzv.

«flushing» (zarumen) kao vode¢i simptom tuzilo 10.2% pacijenata. Hipoglikemija je bila prisutna
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u 11.3% slucajeva, krvarenje i anemija u 8.2% oboljelih. 39.3% oboljelih tuzilo se na bolove, a
16.5% imalo je nespecificne tegobe (tablica 5). Dijagnoza GEP-NET u vecini slucajeva
postavljena je na temelju patohistoloske analize operativno odstranjenog tumora, a tek u manjem

broju slucajeva (31.3%) temeljem analize iz bioptata (tablica 5).

4.1. Analiza polimorfizama gena za proupalne citokine IL-1-f -511, IL-2 -330, IL-6 -174,
TNF-a -238, -308, -857, -1031 i ¢imbenik rasta VEGF -1154 u oboljelih od GEP-NET i
zdravoj nesrodnoj populaciji

Polimorfizmi citokina /L-2 -330 T/G te IL-6 -174 C/G odredivani su RFLP metodom, dok
su polimorfizmi TNF-a -238 A/G, -308 A/G, -857 C/T, -1031 C/T, IL-1 -511 C/T 1 VEGF -1154
A/G odredivani metodom ,,real time* PCR te alelnom diskriminacijom. Produkti RFLP /L-2 -330
T/G 1 IL-6 -174 C/G prikazani su na slikama 6 1 7. Za analizu IL2 -330 T/G polimorfizma
koriStena je metoda PCR — Mael RFLP (slika 6), a za analizu polimorfizma /L6 -174 C/G metoda
PCR — Nlalll RFLP (slika 7).

M 1 2 3 4 5 6 7 8

Slika 6. Nlalll RFLP analiza polimorfizma /L2 -330 T/G
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Slika 7. Nlalll RFLP analiza polimorfizma /L6 -174 C/G

Rezultati analize ucestalosti alela/genotipova polimorfizama /L-1-f -511, IL-2 -330, IL-6 -
174, TNF-0.-238, -308, -857, -1031 citokina i1 ¢imbenika rasta VEGF -1154 u oboljelih od GEP-

NET i zdravih pojedinaca prikazani su u tablicama ozna¢enima brojevima od 6 do 13.

Tablica 6. Ucestalost alela/genotipova IL-1-f -511 polimorfizma u oboljelih od GEP-NET 1
kontrolnoj skupini zdravih pojedinaca

. . % kontrole % oboljeli
Polimorfizam (n=150) (n=101) p
c/c 43.33% (65) 36.63% (37)
oIT 43.34% (65) 49.5% (50) Pearson:
T 13.33% (20) 13.86% (14)
IL-1-B -511 Pearson:
C/T+T/T 56.67% (85) 63.37% (64) 03530 )
T 35% (105) 38.61% (78) Pearson:
c 65% (195) 61.39% (124) 0.4651

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne skupine i oboljelih s obzirom
na polimorfizam IL-1-f -511. Oboljeli imaju nesto veci udio alela T (38.61% vs. 35%), te
genotipova povezanih s povisenom ekspresijom /L-/-f (CT 1 TT) od zdravih kontrola, ali ti udjeli

nisu statisticki znacajni (tablica 6).
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Tablica 7. Ucestalost alela/genotipova IL-2 -330 polimorfizma u oboljelih od GEP-NET 1
kontrolnoj skupini zdravih pojedinaca

Polimorfizam % kontrole (n=150) % oboljeli (n=101) p

/T 55.33% (83) 47.92% (46)

T/G 42% (63) 37.5% (41) e
G/G 2.67% (4) 14.58% (14)

IL-2 -330 5 _

T/G+G/G 44.67% (67) 52.08% (55) gﬁ‘%s;;

G 23.67% (71) 33.33% (64) Poarson:

T 76.33% (229) 66.67% (128) 0.0251

Utvrdena je statisticki znaCajna razlika izmedu kontrolne skupine i oboljelih s obzirom na
polimorfizam IL-2 -330 (p=0.0033). Oboljeli imaju znatno veci udio genotipa GG (14.58% vs.
2.67%), te statisticki znac¢ajno povecanje ucestalosti alela G (p=0.0251) (tablica 7).

Tablica 8. Ucestalost alela/genotipova IL-6 -174 polimorfizma u oboljelih od GEP-NET i
kontrolnoj skupini zdravih pojedinaca

Polimorfizam % kontrole (n=150) % oboljeli (n=101) o]

c/c 12.67% (19) 15.84% (16)

C/G 47.33% (71) 55.45% (56) Pg??;g:
G/G 40% (60) 28.71% (29)

IL-6 -174 p—

G/G+C/G 87.33% (131) 84.16% (85) 52557 :

G 63.67% (191) 56.44% (114) Pearcon:

c 36.33% (109) 43.56% (88) 0.1251

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne skupine 1 oboljelih s obzirom

na polimorfizam /L-6 -174 (tablica 8).
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Rezultati

Tablica 9. Ucestalost alela/genotipova TNF-a -238 polimorfizma u oboljelih od GEP-NET i
kontrolnoj skupini zdravih pojedinaca

Polimorfizam % kontrole (n=150) % oboljeli (n=101) p
G/G 93.33% (140) 95.05% (96)
A/G 6% (9) 4.95% (5) S'ZQZS
A/A 0.67% (1) 0% (0)
TNF-a -238 Fisher:
A/G+A/A 6.67% (10) 4.95% (5) 0'%%
A 3.67% (11) 2.48% (5) Fisher
G 96.33% (289) 97.52% (197) 0.6066

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne skupine i oboljelih s obzirom

na polimorfizam TNF-a -238 (tablica 9).

Tablica 10. Ucestalost alela/genotipova TNF-a -308 polimorfizma u oboljelih od GEP-NET 1
kontrolnoj skupini zdravih pojedinaca

Polimorfizam % kontrole (n=150) % oboljeli (n=101) p
G/G 84.67% (127) 78.22% (79)
A/G 14% (21) 20.79% (21) g'gg‘;ﬁ
A/A 1.33% (2) 0.99% (1)
TNF-a -308 Pearson:
A/G+A/A 15.33% (23) 21.78% (22) 09550
A 8.33% (25) 11.39% (23) Poarson:
G 91.67% (275) 88.61% (179) 0.3242

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne skupine 1 oboljelih s obzirom
na polimorfizam TNF-a -308. U oboljelih je zabiljeZen nesSto veéi udio alela 4 (11.39% vs. 8.33%)),

no bez statisti¢ke znacajnosti (tablica 10).
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Tablica 11. Ucestalost alela/genotipova TNF-a -857 polimorfizma u oboljelih od GEP-NET 1
kontrolnoj skupini zdravih pojedinaca

Polimorfizam % kontrole (n=150) % oboljeli (n=101) p
c/c 64.67% (97) 69.31% (70)
c/T 32% (48) 26.73% (27) 5'23?,2
T 3.33% (5) 3.96% (4)
TNF-a -857 5 .
C/T+T/T 35.33% (53) 30.69% (31) gggsgg
T 19.33% (58) 17.33% (35) Pearson:
c 80.67% (242) 82.67% (167) 0.6525

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne skupine i oboljelih s obzirom

na polimorfizam TNF-a -857 (tablica 11).

Tablica 12. Ucestalost alela/genotipova TNF-o -1031 polimorfizma u oboljelih od GEP-NET i
kontrolnoj skupini zdravih pojedinaca

Polimorfizam % kontrole (n=150) % oboljeli (n=101) p
/T 67.33% (101) 59.41% (60)
oT 28% (42) 36.63% (37) g';g‘;ﬁ
c/c 4.67% (7) 3.96% (4)
TNF-a -1031 p—
C/T+C/C 32.67% (49) 40.59% (41) 5325331 :
0, 0,
c 18.67% (56) 22.28% (45) Poarson:
T 81.33% (244) 77.72% (157) 0.3810

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne skupine i oboljelih s obzirom

na polimorfizam TNF-o -1031, iako je u oboljelih zabiljezen nesto veci udio alela C (22.28% vs.
18.67%) (tablica 12).
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Tablica 13. Ucestalost alela/genotipova VEGF -1154 polimorfizma u oboljelith od GEP-NET 1
kontrolnoj skupini zdravih pojedinaca

Polimorfizam % kontrole (n=150) % oboljeli (n=101) p

A/A 19.33% (29) 11.88% (12)

A/G 46% (69) 41.58% (42) Pg'%sgg:
G/G 34.67% (52) 46.54% (47)

VEGF -1154 5 )

A/G+G/G 80.67% (121) 88.12% (89) g?ggg'

G 57.67% (173) 67.33% (136) Pearson:

A 42.33% (127) 32.67% (66) 0.0368

Utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne skupine i oboljelih s obzirom na
polimorfizam VEGF -1154. Razlika je vidljiva u povecanju ucestalosti alela G u oboljelih
(p=0.0368), a takoder je utvrdena i veca ucestalost genotipova povezanih s visokom ekspresijom
VEGF (88.12% vs. 80.67%) u odnosu na zdrave, no navedeni udjel nema statisticku znacajnost

(p=0.1639) (tablica 13).

4.2. Analiza polimorfizama proupalnih citokina IL-1-§ -511, IL-2 -330, IL-6 -174, TNF-a -
238, -308, -857, -1031 i ¢imbenika rasta VEGF -1154 u oboljelih od neuroendokrinih tumora
crijeva (GI-NET) i zdravoj nesrodnoj populaciji te oboljelih od neuroendokrinih tumora
gusterace (PET) i zdravoj nesrodnoj populaciji

Nadalje su analizirane razlike u ucestalosti genotipova, genotipova izmijenjene ekspresije
te alela izmijenjene ekspresije izmedu oboljelih od neuroendokrinih tumora crijeva i kontrolne
skupine te izmedu neuroendokrinih tumora guSterae i kontrolne skupine. Rezultati analize
ucestalosti alela/genotipova polimorfizama IL-1- -511, IL-2 -330, IL- 6-174, TNF-a -238, -308, -
857, -1031 citokina 1 ¢imbenika rasta VEGF -1154 izmedu oboljelih od gastrointestinalnih
neuroendokrinih tumora (GI-NET) i1 zdravih pojedinaca te oboljelih od neuroendokrinih tumora

gusterace (PET) i kontrolne skupine prikazani su u tablicama 14 do 21.
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Rezultati

Tablica 14. Ucestalost alela/genotipova IL-1-f -511 polimorfizma u oboljelih od neuroendokrinih
tumora probavnog sustava (GI-NET), oboljelih od neuroendokrinih tumora gusterace (PET) i
kontrolnoj skupini zdravih pojedinaca

% 0, 0,
Polimorfizam kontrole A’(sl;N;)ET p (/:]:4%1)- p
(n=150)
c/c 43.33% 36.36% 34.78%
(63) (20) (16)
T 43.34% 47.27% Fisher: 54.35% Fisher:
(65) (26) 0.631 (25) 0.4588
o]
T 13.33%  46.36% (9) 10.87% (5)
IL-1-B8 -511 (20)
C/T+T/T 56.67% 63.64% Pearson: 65.22% Pearson:
(85) (35) 0.4608 (30) 0.3902
35% o 38.04%
T (105) 40% (44) Pearson: (35) Pearson:
65% o 0.4141 61.96% 0.6828
C (195) 60% (66) (57)

GI-NET-neuroendokrini tumori crijeva;, PET-neuroendokrini tumori gusterace

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne skupine i oboljelih od GI-NET

s obzirom na polimorfizam /L-1-f -511. Oboljeli od GI-NET imaju nesto veci udio alela 7" (40%

vs. 35%), te genotipova povezanih s visokom ekspresijom od kontrolne skupine, ali ti udjeli nisu

statisticki znacajni (p=0.4608). Takoder, nije utvrdena znacajna razlika izmedu kontrolne skupine

1 oboljelih od PET s obzirom na polimorfizam /L-1-f -511. Oboljeli od PET imaju nesto ve¢i udio

genotipova povezanih s visokom ekspresijom (65.22% vs. 56.67%) od zdrave populacije te nesto

vedi udio alela 7' (38.04% vs. 35%), ali razlika nije statisti¢ki znacajna (tablica 14).

Tablica 15. Ucestalost alela/genotipova IL-2 -330 polimorfizma u oboljelih od neuroendokrinih
tumora probavnog sustava (GI-NET), oboljelih od neuroendokrinih tumora gusterace (PET) i u
kontrolnoj skupini zdravih pojedinaca

% q o
Polimorfizam kontrole /"(s:;g)?r (/;:fs-l)- P
(n=150)
55.33% o 46.67%
T 83)  49.02% (25) 21)
. . ) H -
T/G  42%(63) 39.22% (24) 5_‘3232‘ 352'1575)A) 5'3332
G/G 267%  11.76% (6) 17.78%
IL-2 -330 &) o
44.67% o Pearson: | 53.33%  Pearson:
G+6/G Y\ 50.98% (26) oGy (24) 03944
23.67% 5 35.56%
G (71) 31.37% (32) Pearson: (32) Pearson:
76.33% 0.1589 | 64.44%  0.0351
T (229) 68.63% (70) (58)

GI-NET-neuroendokrini tumori crijeva; PET-neuroendokrini tumori gusterace
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Rezultati

Utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne skupine i oboljelih od GI-NET s
obzirom na polimorfizam /L-2 -330. Oboljeli od GI-NET imaju ve¢i udio GG genotipa (11.76%
vs. 2.67%, p=0.0491). Takoder, u oboljelih je zabiljezen veci udio alela G (31.37% vs. 23.67%) 1
genotipova povezanih s povecanom ekspresijom (50.98% vs. 44.67%), no bez statisticke
znacajnosti. Statisticki znacajna razlika zabiljeZena je i izmedu kontrolne skupine i oboljelih od
PET s obzirom na polimorfizam /L-2 -330. U oboljelih od PET-a bilo je viSe GG genotipa
(17.78% vs. 2.67%, p=0.0031). Povecanje ucestalosti GG genotipa u PET populaciji s obzirom na
kontrolnu skupinu ocituje se i u statisticki znacajnom povecanju ucestalosti alela G (p=0.0351),

(tablica 15).

Tablica 16. Ucestalost alela/genotipova /L-6 -174 polimorfizma u oboljelih od neuroendokrinih
tumora probavnog sustava (GI-NET), oboljelih od neuroendokrinih tumora gusterace (PET) i
kontrolnoj skupini zdravih pojedinaca

%

0, 0,
Polimorfizam kontrole A:(s:f)l‘él)ET p (/:1:4?)- p
(n=150)
12.67% o 15.22%
c/c 19) 20% (11) e
c/G 47.33% 54.55% Pearson: 54.35% Fisher:
(71) (30) 0.1187 (25) 0.4903
25.45% 30.43%

G/G  40% (60) (14 (14

IL-6 -174

87.33% Pearson: 84.78% Fisher:
G/G+C/G " 131y  80%(44)  ,7u3 (39) 0.8089
R 6367%  52.73% 57.61%
(191) (58) Pearson: (53) Pearson:
c 36.33%  47.27%  0.0445 | 42.39% | 0.3259
(109) (52) (39)

GI-NET-neuroendokrini tumori crijeva; PET-neuroendokrini tumori gusterace

Utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne skupine i oboljelih od GI-NET s
obzirom na ucestalost alela G na IL-6 -174 (p=0.0445). Nije utvrdena znaCajna razlika izmedu

kontrolne skupine i oboljelih od PET s obzirom na polimorfizam /L-6 -174 (tablica 16).
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Tablica 17. Ucestalost alela/genotipova TNF-a -238 polimorfizma u oboljelih od neuroendokrinih
tumora probavnog sustava (GI-NET), oboljelih od neuroendokrinih tumora gusterace (PET) i

kontrolnoj skupini zdravih pojedinaca

% 0, 0,
Polimorfizam kontrole Gl'5N5ET A’f4EGT p
(n=150)  ("=59) (n=46)
0, 0,
G/G 9?1'38)/" 98('5148)/" 91.3% (42)
Fisher: Fisher:
AG 6% (9) 1.9% (1) 04829 | 8.7% (4) 0.6247
0,
TNF-a -238 A 0'?17)/0 0% (0) 0% (0)
6.67% Fisher: Fisher:
AIGHAIA ) 19% (1) Sous | 87% @) o544
3.67% o o
A (11) 0.9% (1) Fisher: 4.35% (4) Fisher:
G 96.33% 99.1% 0.1945 95.65% 0.7589
(289) (109) (88)

GI-NET-neurendokrini tumori crijeva; PET-neuroendokrini tumori gusterace

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne skupine i oboljelih od GI-NET

s obzirom na polimorfizam TNF-a -238. U oboljelih nije bilo homozigota za alel 4, dok je isti

zabiljezen tek u jednog ispitanika u kontrolnoj skupini. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika

izmedu kontrolne skupine i oboljelih od PET s obzirom na polimorfizam 7NF-a-238 (tablica 17).

Tablica 18. Ucestalost alela/genotipova TNF-o -308 polimorfizma u oboljelih od neuroendokrinih
tumora probavnog sustava (GI-NET), oboljelih od neuroendokrinih tumora gusterace (PET) i

kontrolnoj skupini zdravih pojedinaca

% 0, 0,
Polimorfizam kontrole A’(s:stl)ET (/;:4EG1)- p
(n=150)
84.67%  83.64% .
G/G e 10) 71.7% (33)
16.36% Fisher: Fisher:
AG  14% (21) © Danes | 26.1% (12) 0o
0,
A/A 1'(32?’)4 0% (0) 2.2% (1)
TNF-a -308
15.33% 16.36% Fisher: Pearson:
AGHA/A 53 9) 0.831 | 283%(13) " "g.0476
8.33% ] 15.22%
A @25 8270 fher (14) Pearson:
G 91.67%  91.8%  1.000 | 8478%  0.0536
(275) (101) (78)

GI-NET-neuroendokrini tumori crijeva; PET-neuroendokrini tumori gusterace
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Rezultati

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne skupine i oboljelih od GI-NET
s obzirom na polimorfizam TNF-a -308. Statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne skupine i
oboljelih od PET utvrdena je s obzirom na polimorfizam TNF-a -308. P-vrijednost za razliku
izmedu genotipova povezanih s visokom ekspresijom u kontrolnoj skupini i oboljelima od PET
iznosi 0.0476, a p-vrijednost za razliku u ukupnoj ucestalosti alela izmedu kontrolne i PET
populacije iznosi 0.0536, s time da je alel 4 ¢esce zabiljezen medu oboljelima od PET (15.22% vs.

8.33%) (tablica 18).

Tablica 19. Ucestalost alela/genotipova TNF-o -857 polimorfizma u oboljelih od neuroendokrinih
tumora probavnog sustava (GI-NET), oboljelih od neuroendokrinih tumora gusterace (PET) i
kontrolnoj skupini zdravih pojedinaca

% % Gl- o
Polimorfizam kontrole  NET p (/:‘:4%1)- p
(n=150) (n=55)
c/c 64.67% 69.09% 69.57%
(97) (38) (32)
27.27% Fisher: 26.09% Fisher:
or - 32%@48) "5 07963 (12) 0.6923
T 3.33% 3.64% 4.35% (2)
TNF-a -857 (5) (2)
C/T+T/T 35.33% 30.91% Pearson: 30.43% Pearson:
(53) (17)  0.6704 (14) 0.6635
T 19.33% 17.27% 17.39%
(58) (19) Pearson: (16) Pearson:
C 80.67% 82.73% 0.7409 82.61% 0.7917
(242) (91) (76)

GI-NET-neuroendokrini tumori crijeva; PET-neuroendokrini tumori gusterace

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne skupine i oboljelih od GI-NET
s obzirom na polimorfizam TNF-a -857. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu

kontrolne skupine i oboljelih od PET s obzirom na polimorfizam TNF-o. -857 (tablica 19).
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Tablica 20. Ucestalost alela/genotipova

Rezultati

TNF-o. -1031 polimorfizma u oboljelih od
neuroendokrinih tumora probavnog sustava (GI-NET), oboljelih od neuroendokrinih tumora
gusterace (PET) i1 kontrolnoj skupini zdravih pojedinaca

%

0, ()
Polimorfizam kontrole A’(sl;N;)ET (/:]:fe-l)- p
(n=150)
T 67.33% 50.91% 69.57%
(101) (28) (32)
o 45.45% Fisher: 26.09% Fisher:
or 28%(42) o5 0.0590 (12) 0.9536
c/c 4.67% 3.64% (2) 4.35%
TNF-a -1031 (7) ()
32.67% 49.09% Pearson: | 30.43% Pearson:
C/T+C/C  (49) (27) 0.0462 (14) 0.9179
c 18.67% 26.36% 17.39% Pearson:
(56) (29) Pearson: (16) 0.9025
T 81.33% 73.64% 0.1174 82.61% '
(244) (81) (76)

GI-NET-neuroendokrini tumori crijeva; PET-neuroendokrini tumori gusterace

Utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne skupine i oboljelih od GI-NET s

obzirom na polimorfizam 7NF-a -1031. Razdioba genotipova razlikuje se izmedu kontrolne i GI-

NET skupine (p=0.0590), dok je udio genotipova povezanih s visokom ekspresijom razli¢it od

kontrolne skupine (p=0.0462). Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne skupine

1 oboljelih od PET s obzirom na polimorfizam TNF-a -1031 (tablica 20).

Tablica 21. Ucestalost alela/genotipova

VEGF -1154 polimorfizma u oboljelih od
neuroendokrinih tumora probavnog sustava (GI-NET), oboljelih od neuroendokrinih tumora
gusterace (PET) i kontrolnoj skupini zdravih pojedinaca

% 0
. . % GI-NET % PET
Polimorfizam kontrole
imortiz (n150)  (n=559) : (n=46) :
o, o,
A/A 13'23;/" 7.27% (4) 17@?"
. Fisher:
43.63% Fisher: 39.13%
AlG 46% (69) (24) 0.0492 (18) 0.5724
0, 0,
G/G 3‘?'\,?27)/" 49.1% (27) 43;;‘(?)4’
VEGF -1154 . . —— . ——
A/G+G/G 80.67% 92.72% Fisher: 82.61% Fisher:
(121) (51) 0.0517 (38) 0.8331
57.67% o 63.04%
G (173) 70.9% (78) Pearson: (58) Pearson:
42.33% o 0.0201 36.96% 0.4261
A o7y 291%(32) (34)

GI-NET-neuroendokrini tumori podrijetla crijeva; PET-neuroendokrini tumori gusterace
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Rezultati

Utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne skupine i oboljelih od GI-NET s
obzirom na polimorfizam VEGF -1154. Razlika je vidljiva u statisti¢ki razli¢itoj zastupljenosti
genotipova s obzirom na kontrolnu populaciju (p=0.0492), razlicitoj zastupljenosti visoko
eksprimiranih genotipova s grani¢nom statistickom znacajnos¢u (p=0.0517) i razli¢itoj ucestalosti
ukupnih alela, odnosno alela G s obzirom na kontrolnu skupinu (p=0.0201). Nije utvrdena
statisticki znaCajna razlika izmedu kontrolne skupine i oboljelih od PET s obzirom na
polimorfizam VEGF -1154, iako je alel G ¢esce zastupljen u oboljelih od PET nego u kontrolnoj
skupini (63.04% vs. 57.67%) (tablica 21).

4.3. Analiza polimorfizama proupalnih citokina IL-1-# -511, IL-2 -330, IL-6 -174, TNF-o. -
238, -308, -857, -1031 i ¢imbenika rasta VEGF -1154 u oboljelih od neuroendokrinih tumora
crijeva (GI-NET) i oboljelih od neuroendokrinih tumora gusterace (PET)

U tablicama 22 do 29 prikazani su rezultati analize ucestalosti alela/genotipova
polimorfizama IL-1-f -511, IL-2 -330, IL-6 -174, TNF-a -238, -308, -857, -1031 citokina i
¢imbenika rasta VEGF -1154 u oboljelih od GI-NET i PET.

Tablica 22. Ucestalost alela/genotipova IL-1-f -511 polimorfizma u oboljelih od neuroendokrinih
tumora gusterace (PET) 1 neuroendokrinih tumora probavnog sustava (GI-NET)

Polimorfizam % GI-NET (n=55) % PET (n=46) p
c/c 36.36% (20) 34.78% (16)
T 47.27% (26) 54.35% (25) pisher
T 16.36% (9) 10.87% (5)
IL-1-p -511 Pearson:
CT+TT 63.64% (35) 65.22% (30) 09654 '
T 40% (44) 38.04% (35) Pearson:
o 60% (66) 61.96% (57) 0.8894

GI-NET-neuroendokrini tumori crijeva; PET-neuroendokrini tumori gusterace

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu oboljelih od GI-NET i PET s obzirom na

polimorfizam /L-1-f -511 (tablica 22).
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Rezultati

Tablica 23. Ucestalost alela/genotipova /L-2 -330 polimorfizma u oboljelih od neuroendokrinih
tumora gusterace (PET) i neuroendokrinih tumora probavnog sustava (GI-NET)

Polimorfizam % GI-NET (n=55) % PET (n=46) p
T 49.02% (25) 46.67% (21)
T/G 39.21% (24) 35.55% (17) Piener
G/G 11.77% (6) 17.78% (8)
IL-2-330 o o Pearson:
T/G+G/G 50.98% (26) 53.33% (24) 09796
G 31.37% (32) 35.56% (32) Pearson:
T 68.63% (70) 64.44% (58) 0-6454

GI-NET-neuroendokrini tumori crijeva; PET-neuroendokrini tumori gusterace
Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu oboljelih od GI-NET i PET s obzirom na

polimorfizam /L-2 -330 (tablica 23).

Tablica 24. Ucestalost alela/genotipova IL-6 -174 polimorfizma u oboljelih od neuroendokrinih
tumora gusterace (PET) i neuroendokrinih tumora probavnog sustava (GI-NET)

Polimorfizam % GI-NET (n=55) % PET (n=46) p

c/C 20% (11) 15.22% (7)

c/G 54.55% (30) 54.35% (25) gi;ggg
G/G 25.45% (14) 30.43% (14)

IL-6 -174 —

G/G+C/G 80% (44) 84.78% (39) O'go‘?;

G 52.73% (58) 57.61% (53) Poarson:
C 47 .27% (52) 42.39% (39) 0.5806

GI-NET-neuroendokrini tumori crijeva; PET-neuroendokrini tumori gusterace

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu oboljelih od GI-NET i PET s obzirom na

polimorfizam /L-6 -174 (tablica 24).
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Tablica 25. Ucestalost alela/genotipova TNF-a -238 polimorfizma u oboljelih od neuroendokrinih
tumora gusterace (PET) i neuroendokrinih tumora probavnog sustava (GI-NET)

Polimorfizam % GI-NET (n=55) % PET (n=46) p
G/G 98.18% (54) 91.3% (42)
A/G 1.9% (1) 8.7% (4) g'ﬁ;‘j‘g
A/A 0% (0) 0% (0)
TNF-a -238 Fshor
A/G+A/A 1.9% (1) 8.7% (4) 1'30&;'
A 0.9% (1) 4.35% (4) Fisher:
G 99.1% (109) 95.65% (88) 0.1796

GI-NET-neuroendokrini tumori crijeva; PET-neuroendokrini tumori gusterace

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu oboljelih od GI-NET i PET s obzirom na
polimorfizam TNF-o -238. U oboljelih od PET ve¢i je udio AG heterozigota (8.7% vs. 1.9%), te
alela 4 (4.35% vs. 0.9%), no razlika nije statisticki znacajna (tablica 25).

Tablica 26. Ucestalost alela/genotipova TNF-o -308 polimorfizma u oboljelih od neuroendokrinih
tumora gusterac¢e (PET) i neuroendokrinih tumora probavnog sustava (GI-NET)

Polimorfizam % GI-NET (n=55) % PET (n=46) p
G/G 83.64% (46) 71.7% (33)
A/G 16.36% (9) 26.1% (12) g'ﬁg‘;ﬁ
A/A 0% (0) 2.2% (1)
TNF-a -308 =
A/G+A/A 16.36% (9) 28.3% (13) 0'225é
A 8.2% (9) 15.22% (14) Fisher
G 91.8% (101) 84.78% (78) 0.1261

GI-NET-neuroendokrini tumori crijeva; PET-neuroendokrini tumori gusterace

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu oboljelih od GI-NET i PET s obzirom na
polimorfizam TNF-a -308. U oboljelih od PET postoji visSe AG heterozigota (26.1% vs. 16.36%),
vedi je udio alela 4 (15.22% vs. 8.2 %), te je takoder A4 homozigot zabiljezen samo u oboljelih

od PET, no razlika nije statisti¢ki znacajna (tablica 26).
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Tablica 27. Ucestalost alela/genotipova TNF-a -857 polimorfizma u oboljelih od neuroendokrinih
tumora gusterace (PET) i neuroendokrinih tumora probavnog sustava (GI-NET)

Polimorfizam % GI-NET (n=55) % PET (n=46) p
c/c 69.09% (38) 69.57% (32)
crr 27.27% (15) 26.09% (12) e
T 3.64% (2) 4.35% (2)
TNF-a -857 = -
C/T+T/T 30.91% (17) 30.43% (14) g"gggg'
T 17.27% (19) 17.39% (16) Pearson:
c 82.73% (91) 82.61% (76) 0.8694

GI-NET-neuroendokrini tumori crijeva; PET-neuroendokrini tumori gusterace

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu oboljelih od GI-NET i PET s obzirom na

polimorfizam TNF-o -857 (tablica 27).

Tablica 28. Ucestalost alela/genotipova TNF-o -1031 polimorfizma u oboljelih od
neuroendokrinih tumora gusterace (PET) i neuroendokrinih tumora probavnog sustava (GI-NET)

Polimorfizam % GI-NET (n=55) % PET (n=46) 0]
T 50.91% (28) 69.57% (32)
Fisher:
c/T 45.45% (25) 26.09% (12) 0.1322
c/C 3.64% (2) 4.35% (2)
TNF-a -1031 Pearson-
C/T+C/C 49.09% (27) 30.43% (14) 0 08951.
C 26.36% (29) 17.39% (16) Pearson:
T 73.64% (81) 82.61% (76) 0.1750

GI-NET-neuroendokrini tumori crijeva; PET-neuroendokrini tumori gusterace

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu oboljelih od GI-NET i PET s obzirom na
polimorfizam 7NF-o -1031. Medu oboljelima od neuroendokrinih tumora crijeva vise su
zastupljeni genotipovi povezani s visokom ekspresijom (49.09% vs. 30.43%), te je i vec¢i udio

alela C (26.36% vs. 17.39%), no razlika nije statisti¢ki znacajna (tablica 28).
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Tablica 29. UCcestalost alela/genotipova VEGF -1154 polimorfizma u oboljelih od
neuroendokrinih tumora gusterace (PET) i neuroendokrinih tumora probavnog sustava (GI-NET)

Polimorfizam % GI-NET (n=55) % PET (n=46) p
A/A 7.27% (4) 17.39% (8)
A/G 43.63% (24) 39.13% (18) g'gq‘gg
G/G 49.1% (27) 43.48% (20)
VEGF -1154 Fishor
A/G+G/G 92.72% (51) 82.61% (38) 0?328
G 70.9% (78) 63.04% (58) Poarson:
A 29.1% (32) 36.96% (34) 0.3000

GI-NET-neuroendokrini tumori crijeva; PET-neuroendokrini tumori gusterace

Iako je medu oboljelima od neuroendokrinih tumora crijeva zabiljezeno vise nositelja alela
G (70.9% vs. 63.04%) te veci udio genotipova povezanih s visokom ekspresijom (92.72% vs.
82.61%) VEGF -1154, razlika nije bila statisticki znacajna (tablica 29).

4.4. Analiza polimorfizama proupalnih citokina IL-1-# -511, IL-2 -330, IL-6 -174, TNF-o. -
238, -308, -857, -1031 i cCimbenika rasta VEGF -1154 u oboljelih od funkcionalnih

neuroendokrinih tumora gustera¢e (FP) i nefunkcionalnih neuroendokrinih tumora
gusterace (NFP)

U tablicama 30 do 37 prikazane su rezultati analize ucestalosti alela/genotipova
polimorfizama [L-1-f -511, IL-2 -330, IL-6 -174, TNF-a -238, -308, -857, -1031 citokina i
¢imbenika rasta VEGF -1154 u oboljelih od funkcionalnih (FP) i nefunkcionalnih PET (NFP).

54



Rezultati

Tablica 30. Ucestalost alela/genotipova IL-1-f -511 polimorfizma u oboljelih od funkcionalnih
(FP) i nefunkcionalnih PET (NFP)

Polimorfizam % NFP (n=26) % FP (n=20) p
c/C 42.31% (11) 25% (5)
cT 50% (13) 60% (12) g'jgg';
T 7.69% (2) 15% (3)
AR Fisher:
C/IT+T/IT 57.69% (15) 75% (15) P
T 32.69% (17) 45% (18) Pearson:
c 67.31% (35) 55% (22) 0.3228

NFP-nefunkcionalni neuroendokrini tumori gusterace; FP-funkcionalni neuroendokrini tumori gusterace

Nije utvrdena statisticki znacCajna razlika izmedu oboljelih s nefunkcionalnim i
funkcionalnim PET-om s obzirom na polimorfizam /L-/-f -511. Pacijenti s funkcionalnim PET-
om imaju veéi udio genotipova povezanih s visokom ekspresijom (75% vs. 57.69%) te vise alela T

(45% vs. 32.69%) od pacijenata s nefunkcionalnim tumorima, ali razlika nije statisticki znacajna
(tablica 30).

Tablica 31. Ucestalost alela/genotipova IL-2 -330 polimorfizma u oboljelih od funkcionalnih (FP)
1 nefunkcionalnih PET (NFP)

Polimorfizam % NFP (n=26) % FP (n=20) p
T 42.31% (11) 50% (10)
/G 42.31% (11) 30% (6) g'?g‘;g
G/G 15.38% (4) 20% (4)
IL-2-330 o o Pearson:
T/G+G/G  57.69% (15) 50% (10) o
G 36.54% (19) 35% (14) Pearson:
T 63.46% (33) 65% (26) 0.879

NFP-nefunkcionlni neuroendokrini tumori gusterace; FP-funkcionalni neuroendokrini tumori gusterace

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu oboljelih od funkcionalnih i

nefunkcionalnih PET s obzirom na polimorfizam /L-2 -330 (tablica 31).
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Tablica 32. Ucestalost alela/genotipova IL-6 -174 polimorfizma u oboljelih od funkcionalnih (FP)
i nefunkcionalnih PET (NFP)

Polimorfizam % NFP (n=26) % FP (n=20) p

c/c 3.85% (1) 30% (6)

c/G 69.2% (18) 35% (7) pisher
G/G 26.9% (7) 35% (7)

IL-6 -174 Fohor

G/G+C/G 96.2% (25) 70% (14) 0'33‘;2

G 61.54% (32) 52.5% (21) Pearson:
c 38.46% (20) 47.5% (19) 0.5113

NFP-nefunkcionalni neuroendkrini tumori guseterace; FP-funkcionalni neuroendokrini tumori gusterace

Utvrdena je statisticki znaCajna razlika izmedu oboljelih od nefunkcionalnih 1
funkcionalnih PET s obzirom na polimorfizam IL-6 -174. Zastupljenost genotipova je razliCita
izmedu podtipova PET-a (p=0.0216), a funkcionalni PET je okarakteriziran s manje genotipova

udruzenih s poviSenom ekspresijom (p=0.0326) (tablica 32).

Tablica 33. Ucestalost alela/genotipova TNF-a -238 polimorfizma u oboljelih od funkcionalnih
(FP) i nefunkcionalnih PET (NFP)

Polimorfizam % NFP (n=26) % FP (n=20) 0]
G/G 92.3% (24) 90% (18)
A/G 7.7% (2) 10% (2) ﬁ'sg‘gg
A/A 0% (0) 0% (0)
TNF-a -238 =r—
A/G+A/A 7.7% (2) 10% (2) 130060'
A 3.8% (2) 5% (2) Fisher
G 96.2% (50) 95% (38) 1.000

NFP-nefunkcionalni neuroendokrini tumori gusterace; FP-funkcionalni neuroendokrini tumori gusterace

Nije utvrdena statisticki znaajna razlika izmedu oboljelih od  funkcionalnih i

nefunkcionalnih PET-a s obzirom na polimorfizam TNF-a -238 (tablica 33).
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Tablica 34. Ucestalost alela/genotipova TNF-o -308 polimorfizma u oboljelih od funkcionalnih
(FP) i nefunkcionalnih PET (NFP)

Polimorfizam % NFP (n=26) % FP (n=20) p
G/G 76.92% (20) 65% (13)
A/G 23.08% (6) 30% (6) g'gggg
A/A 0% (0) 5% (1)
TNF-a -308 -
A/G+A/A 23.08% (6) 35% (7) O'gﬁ j
A 11.54% (6) 20% (8) Fishor
G 88.46% (46) 80% (32) 0.3806

FP-funkcionalni neuroendokrini tumori gusterace; NFP-nefunkcionalni neuroendokrini tumori gusterace

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu oboljelih od funkcionalnih i
nefunkcionalnih PET s obzirom na polimorfizam TNF-a -308. Medu oboljelima od funkcionalnih
neuroendokrinih tumora gusterate veca je zastupljenost gentipova povezanih s visokom
ekspresijom (35% vs. 23.08%) te alela 4 (20% vs. 11.54%), no razlika nije statisticki znacajna
(tablica 34).

Tablica 35. Ucestalost alela/genotipova TNF-a -857 polimorfizma u oboljelih od funkcionalnih
(FP) i nefunkcionalnih PET (NFP)

Polimorfizam % NFP (n=26) % FP (n=20) p
c/c 73.08% (19) 65% (13)
oT 26.92% (7) 25% (5) g';gzﬁ
T 0% (0) 10% (2)
TNF-a -857 -
C/T+T/T 26.92% (7) 35% (7) 0 ? 4(;6
T 13.46% (7) 22.5% (9) Fisher
c 86.54% (45) 77.5% (31) 0.2803

FP-funkcionalni neuroendokrini tumori gusterace; NFP-nefunkcionalni neuroendokrini tumori gusterace

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu oboljelih od funkcionalnih 1

nefunkcionalnih PET s obzirom na polimorfizam TNF-a -857. Oboljeli od funkcionalnih tumora

57



Rezultati

imaju vise genotipova udruzenih s visokom ekspresijom (35% vs. 26.92%) te alela T (22.5% vs.

13.46%), no razlika nije statisticki znacajna (tablica 35).

Tablica 36. Ucestalost alela/genotipova TNF-a -1031 polimorfizma u oboljelih od funkcionalnih
(FP) i nefunkcionalnih PET (NFP)

Polimorfizam % NFP (n=26) % FP (n=20) p
/T 69.23% (18) 70% (14)
cIT 26.92% (7) 25% (5) F1|s(;10eor:
c/c 3.85% (1) 5% (1)
TNF-a -1031 Fshor
C/T+C/C 30.77% (8) 30% (6) 1'305*6'
c 17.31% (9) 17.5% (7) Fisher.
T 82.69% (43) 82.5% (33) 1.000

NFP-nefunkcionalni neuroendokrini tumori gusterace; FP-funkcionalni neuroendokrini tumori gusterace

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu oboljelih od funkcionalnih i

nefunkcionalnih PET s obzirom na polimorfizam TNF-a -1031 (tablica 36).

Tablica 37. Ucestalost alela/genotipova VEGF -1154 polimorfizma u oboljelih od funkcionalnih
(FP) i nefunkcionalnih PET (NFP)

Polimorfizam % NFP (n=26) % FP (n=20) 0]
A/A 19.23% (5) 15% (3)
A/G 34.62% (9) 45% (9) g'igﬁ’r{
G/G 46.15% (12) 40% (8)
VEGF -1154 =—
A/G+G/G 80.77% (21) 85% (17) 1'305(;'
G 63.46% (33) 62.5% (25) Pearson:
A 36.54% (19) 37.5% (15) 0.902

NFP-nefunkcionalni neuroendkrini tumori guseterace; FP-funkcionalni neuroendokrini tumori gusterace

Nije utvrdena statisticki znaCajna razlika izmedu oboljelih od nefukcionalnih i

funkcionalnih PET s obzirom na polimorfizam VEGF -1154 (tablica 37).
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4.5. Analiza polimorfizama proupalnih citokina IL-1-§ -511, IL-2 -330, IL-6 -174, TNF-a -
238, -308, -857, -1031 i ¢cimbenika rasta VEGF -1154 u oboljelih od neuroendokrinih tumora

podrijetla prednjeg crijeva (FG) i oboljelih od neuroendokrinih tumora podrijetla srednjeg
crijeva (MG)

Tablice 38 do 45 prikazuju analizu ucestalosti alela/genotipova polimorfizama /L-1-f -511,
IL-2 -330, IL-6 -174, TNF-a -238, -308, -857, -1031 citokina i ¢imbenika rasta VEGF -1154 u
oboljelih od neuroendokrinih tumora embriogenetskog podrijetla prednjeg (FG) i neuroendokrinih

tumora podrijetla srednjeg crijeva (MQG).

Tablica 38. Ucestalost alela/genotipova IL-1-f -511 polimorfizma u oboljelih od neuroendokrinih
tumora prednjeg (FG) i srednjeg crijeva (MG)

Polimorfizam % FG (n=17) % MG (n=38) p
c/C 47.06% (8) 31.58% (12)
oT 35.29% (6) 52.63% (20) g'jggz
T 17.65% (3) 15.79% (6)
S Fisher:
CT+TT 52.94% (9) 68.42% (26) oo
T 35.29% (12) 42.11% (32) Pearson:
c 64.71% (22) 57.89% (44) 0.6432

FG-neuroendokrini tumori podrijetla prednjeg crijeva; MG-neuroendokrini tumori podrijetla srednjeg crijeva

Nije utvrdena statisticki znaCajna razlika izmedu pacijenata u polimorfizmu IL-1- -511
ovisno o polozaju GI-NET-a u crijevu. lako je dvostruko vise pacijenata s GI-NET-om u srednjem
crijevu imalo genotipove udruzene s visokom ekspresijom (68.42% vs. 52.94%), te ve¢i udio alela

T (42.11% vs. 35.29%) razlika nije statisti¢ki znacajna (tablica 38).

59



Rezultati

Tablica 39. Ucestalost alela/genotipova /L-2 -330 polimorfizam u oboljelih od neuroendokrinih
tumora prednjeg (FG) i srednjeg crijeva (MG)

Polimorfizam % FG (n=17) % MG (n=38) p

/T 41.18% (7) 47.37% (18)
T/G 58.82% (10) 36.84% (14) Fisher: 0.153

G/G 0% (0) 15.79% (6)

IL-2 -330

T/G+G/G 58.82% (10) 52.63% (20) Fisher: 0.773

G 29.41% (10) 34.21% (26)
Fisher: 0.666

T 70.59% (24) 65.79% (50)

FG-neuroendokrini tumori podrijetla prednjeg crijeva;, MG-nuroendokrini tumori podrijetla srednjeg crijeva

Nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika izmedu oboljelih od GI-NET-a prednjeg i
srednjeg crijeva s obzirom na polimorfizam /L-2 -330. GG homozigoti zabiljezeni su samo u
oboljelih od neuroendokrinih tumora podrijetla srednjeg crijeva te je veca zastupljenost alela G
utvrdena u GI-NET-u srednjeg crijeva (34.21% vs. 29.41%), no bez statisticke znacajnosti
(tablica 39).

Tablica 40. Ucestalost alela/genotipova I/L-6 -174 polimorfizma oboljelih od neuroendokrinih
tumora prednjeg (FG) i srednjeg crijeva (MG)

Polimorfizam % FG (n=17) % MG (n=38) p

c/C 17.65% (3) 21.05% (8)

Cc/G 58.82% (10) 52.63% (20) ﬂ'sg‘gg
G/G 23.53% (4) 26.32% (10)

IL-6 -174 =—

G/G+C/G 82.35% (14) 78.95% (30) 1'50(‘;;'

G 52.94% (18) 52.63% (40) Poarson:
c 47.06% (16) 47.37% (36) 0.8598

FG-tumori podrijetla prednjeg crijeva; MG-tumori podrijetla srednjeg crijeva

Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika izmedu oboljelih od GI-NET u prednjem i

srednjem crijevu s obzirom na polimorfizam /L-6 -174 (tablica 40).
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Tablica 41. Ucestalost alela/genotipova TNF-a -238 polimorfizma u oboljelih od neuroendokrinih
tumora prednjeg (FG) i srednjeg crijeva (MG)

Polimorfizam % FG (n=17) % MG (n=38) p
G/G 100% (17) 97.37% (37)
A/G 0% (0) 2.63% (1) ﬂ'sg‘()eg
A/A 0% (0) 0% (0)
TNF-a -238 -
A/G+A/A 0% (0) 2.63% (1) 1'30(%'
A 0% (0) 1.3% (1) Fisher:
G 100% (34) 98.7% (75) 1.000

FG-neuroendokrini tumori podrijetla prednjeg crijeva; MG-neuroendokrini tumori podrijetla srednjeg crijeva

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu oboljelih od GI-NET-a u prednjem i

srednjem crijevu s obzirom na polimorfizam TNF-a -238 (tablica 41).

Tablica 42. Ucestalost alela/genotipova TNF-o, -308 polimorfizma u oboljelih od neuroendokrinih
tumora prednjeg (FG) i srednjeg crijeva (MG)

Polimorfizam % FG (n=17) % MG (n=38) p
G/G 70.59% (12) 89.47% (34)
A/G 29.41% (5) 10.53% (4) pisher
A/A 0% (0) 0% (0)
TNF-a -308 =r—
A/G+A/A 29.41% (5) 10.53% (4) 0 j’ 122'
A 14.71% (5) 5.26% (4) Fisher-
G 85.29% (29) 94.74% (72) 0.1315

FG-neuroendokrini tumori podrijetla prednjeg crijeva; MG-neuroendokrini tumori podrijetla srednjeg crijeva

Nije utvrdena statisticki znaCajna razlika izmedu oboljelih od GI-NET-a u prednjem i
srednjem crijevu s obzirom na polimorfizam 7NF-a -308. Genotipovi udruzeni s visokom
ekspresijom kao i alel 4 ¢es$¢i su medu oboljelima od neuroendokrinih tumora podrijetla prednjeg

crijeva (29.41% vs. 10.53% 1 14.71% vs. 5.26%), no razlika nije statisticki znacajna (tablica 42).
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Tablica 43. Ucestalost alela/genotipova TNF-a -857 polimorfizma u oboljelih od neuroendokrinih
tumora prednjeg (FG) i srednjeg crijeva (MG)

Polimorfizam % FG (n=17) % MG (n=38) p
c/c 58.82% (10) 73.68% (28)
cr 29.41% (5) 26.32% (10) e
/T 11.76% (2) 0% (0)
TNF-a -857 5 -
C/T+T/T 41.17% (7) 26.32% (10) SZ%’;
T 26.47% (9) 13.16% (10) Poarson:
c 73.53% (25) 86.84% (66) 0.0878

FG-neuroendokrini tumori podrijetla prednjeg crijeva;, MG-neuroendokrini tumori podrijetla srednjeg crijeva

Nije utvrdena statisticki znaCajna razlika izmedu oboljelih od GI-NET u prednjem i
srednjem crijevu s obzirom na polimorfizam 7NF-a -857. Genotipovi udruzeni s visokom
ekspresijom ce$¢i su medu oboljelima od neuroendokrinih tumora podrijetla prednjeg crijeva
(41.17% vs. 26.32%), no razlika nije statisticki znacajna, dok je grani¢na statisticka znacajnost

uocena izmedu oboljelih obzirom na alel 7' (p=0.0878) (tablica 43).

Tablica 44. Ucestalost alela/genotipova TNF-a -1031 polimorfizma u oboljelih od
neuroendokrinih tumora prednjeg (FG) 1 srednjeg crijeva (MQG)

Polimorfizam % FG (n=17) % MG (n=38) p
T 64.71% (11) 44.74% (17)
Fisher:
cT 29.41% (5) 52.63% (20) 0.222
c/c 5.9% (1) 2.63% (1)
TNF-a -1031 y—
C/T+C/C 35.29% (6) 55.26% (21) %a@j :
c 20.59% (7) 28.95% (22)
T 79.41% (27) 71.05% (54) 0.3576

FG-neuroendokrini tumori podrijetla prednjeg crijeva; MG-neuroendokrini tumori podrijetla srednjeg crijeva

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u genotipovima izmedu oboljelih od GI-NET-a u

prednjem i srednjem crijevu p=0.222. Iako su genotipovi udruzeni s visokom ekspresijom i alel C
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Rezultati

¢eS¢i medu oboljelima od tumora srednjeg crijeva (55.26% vs. 35.29% 1 28.95% vs. 20.59%)

razlika nije statisticki znacajna (tablica 44).

Tablica 45. Ucestalost

alela/genotipova VEGF
neuroendokrinih tumora prednjeg (FG) i srednjeg crijeva (MG)

-1154 polimorfizma u oboljelih od

Polimorfizam

VEGF -1154

%FG (n=17) % MG (n=38) p
A/A 5.9% (1) 7.9% (3)

Fisher:
A/G 35.2% (6) 47.36% (18) 0.6736

G/G 58.9% (10) 44.74% (17)
A/G+G/G 94.1% (16) 92.1% (35) ﬁisé‘gg:
G 76.47% (26) 68.42% (52) o
A 23.53% (8) 31.58% (24) 0.4973

FG-neuroendokrini tumori podrijetla prednjeg crijeva;, MG-neuroendokrini tumori podrijetla srednjeg crijeva

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu oboljelih od GI-NET-a u prednjem i

sredn