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POVZETEK

Nevroendokrini tumorji (NET) so neoplazme, ki izvirajo iz nevroendokrinih celic. Te
celice izlo¢ajo Stevilne sekretorne produkte na razlicnih anatomskih lokacijah. Eden izmed
njih je tudi kromogranin A (KgA), ki ga najdemo v sekretornih granulah teh celic. Namen
nase raziskave je bil oceniti uporabnost KgA pri diagnosticiranju NET in odkrivanju
prisotnosti metastaz pri bolnikih z NET.

V raziskavo smo vkljucili 51 preiskovancev. Od tega je bilo 29 bolnikov z NET in 22
zdravih preiskovancev. Koncentracija KgA je bila izmerjena v serumu z radioimunolosko
metodo. Na osnovi pridobljenih podatkov iz kontrolne skupine smo dolocili mejno
vrednost KgA v serumu (87,7 ng/mL), na podlagi katere bi razlikovali bolnike z NET od
zdravih preiskovancev. Pri tej vrednosti smo izracunali tudi specifi¢nost (95,5 %) in
obcutljivost (53,5 %). S pomoc¢jo krivulje obcutljivosti in specifi¢nosti (ROC krivulja) pa
smo ocenili specifi¢nost in obcutljivost pri razlicnih mejnih vrednostih. Koncentracija
KgA, ki je predstavljala najboljsi kompromis med obcutljivostjo in specificnostjo je
72,9 ng/mL. Obcutljivost v tem primeru je 64,3 % in specificnost 90,9 %. PovrSina pod
ROC krivuljo pa je znaSala 0,8312, kar nakazuje dobro zmogljivost tega testa, da loci
bolnike z NET od zdravih preiskovancev.

Bolnike smo v nadaljevanju razdelili na dve skupini glede na prisotnost metastaz.
Ugotovili smo, da so koncentracije KgA statisticno znacilno visje v skupini z metastazami.
S pomo¢jo ROC krivulje smo izracunali mejno vrednost, ki predstavlja najboljsi
kompromis med obcutljivostjo in specifi¢nostjo za razlikovanje med obema skupinama. Pri
mejni vrednosti 160,6 ng/mL je specifi¢nost znasala 93,3% in obcutljivost 61,5 %.
Povrsina pod ROC krivuljo pa je znasala 0,697. Na osnovi te vrednosti lahko sklepamo na
nekoliko slabso zmogljivost testa, da lo¢i med bolniki z metastazami in tistimi brez njih.
Na osnovi vseh pridobljenih podatkov smo sklenili, da je KgA uporaben tumorski
oznacevalec pri obravnavi bolnikov z NET. Potrebne pa bi bile nadaljne raziskave, ki bi

lahko pripomogle k optimalni uporabi tega tumorskega markerja v klini¢ni praksi.



ABSTRACT

Neuroendocrine tumors (NETSs) are neoplasms derived from neuroendocrine cells. These
cells secrete a number of secretory products in different anatomical locations. One of them
is chromogranin A (CgA) , found in secretory granules in the cytoplasm of these cells. The
aim of our study was to assess the usefulness of CgA in diagnostics of NETs and in
detection of metastasis in pacients with NETs.The study included 51 subjects (29 patients
with NETs and 22 healthy controls). Serum CgA concentrations were measured using
radioimmunoassay. Based on the obtained data from the control subjects, we calculated the
cutoff value of 87.7 ng/mL CgA that could distinguish patients from the healthy subjects.
Using this value, we calculated the specificity (95.5 %) and sensitivity (53.5 %). ROC
analysis was used to evaluate the sensitivity and specificity for different cutoff values. CgA
concentration, which represented the best compromise between sensitivity and specificity
was 72.9 ng/mL. The sensitivity in this case was 64.3 % and specificity 90.9 %. The area
under the ROC curve was 0.8312 indicating a good performance of the test. We also
divided the pacients into two groups according to the presence of metastases. We found
that the concentrations of CgA were significantly higher in the metastases group. Using the
ROC curve, we identified the cutoff value that could distinguishing between the two
groups. The cutoff value of 160.6 ng/mL represented the best compromise between
sensitivity (61,5 %) and specificity (93,3 % ) The area under the ROC curve was 0.697
indicating a modest performance of the test. Based on the data, we concluded that CgA is
useful marker in clinical management of NETSs. Further research could contribute to the

optimal use of this tumor marker in clinical practice.
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1 UVvOD

1.1 NEVROENDOKRINE CELICE

Splosni kriteriji, ki jih uporabljamo pri opredelitvi nevroendokrinih celic so:

o produkcija nevrotransmiterjev, nevromodulatorjev ali nevropeptidnih
hormonov
o prisotnost sekretornih granul z gostimi jedri, iz katerih se z eksocitozo

spros¢ajo hormoni kot odgovor na eksterne stimuluse

o odsotnost aksonov in sinaps

Te celice del difuznega nevroendokrinega sistema in so prisotne v endokrinih organih ter
razporejene povsod po telesu (S¢itnica, obscCitnice, nadledvi¢nice, paragangliji, koza,
prebavna cev, Langerhansovi otocki trebusne slinavke, hipofiza, pluca, prizeljc, jetra,
Zol¢ni sistem, jajéniki, placenta...). Sprva so verjeli, da imajo te celice skupni embrioloski
izvor iz nevralnega grebena (predpona nevro), a so kasneje ugotovili, da vecina izvira iz
endoderma. Predpona nevro se je ohranila zaradi dejstva, da imajo te celice tako nevralne
kot endokrine lastnosti. Nevroendokrine celice sproscajo identi¢ne sekretorne produkte na
razliénih anatomskih lokacijah, njihova fizioloSka vloga pa je odvisna anatomskega
konteksta, v katerem so spro$¢eni. Glede na to¢no lokacijo, na kateri so sproséeni in na
vrsto celic, ki jih sproS€ajo lahko delujejo endokrino, parakrino, avtokrino, nevrokrino ali

kot nevrotransmiterji oz. nevromodulatorji (1, 2).

1.2 NEVROENDOKRINI TUMORJI

Nevroendokrini tumorji (NET) so neoplazme, ki izvirajo iz celic nevroendokrinega
sistema. So zelo heterogena skupina tumorjev in vkljucujejo gastroenteropankreati¢ne
tumorje (GEP-NET), tumorje, ki spros¢ajo kateholamine (feokromocitom, paragliom,
ganglioneurom, ganglionevroblastom, simpatoblastom, nevroblastom), medularne
karcinome $¢itnice, kromofobne tumorje hipofize, drobnoceli¢ni plju¢ni rak in tumorje

Merklovih celic (1).



Vecina NET (razen insulinoma, ki je ponavadi benigen) je malignih. Njihove zasevke
najpogosteje najdemo v jetrih in bezgavkah, redkeje pa v kosteh, plju¢ih, mozganih ter
drugih organih. Kljub Siroko razsirjenim metastazam pa je njihova rast ponavadi po¢asna,

mitotska aktivnost pa nizka (3).
1.2.1 Gastroenteropankreati¢ni nevroendokrini tumorji

Gastroenteropankreati¢ni tumorji so najvecja skupina NET in vkljucujejo karcinoide in

nekarcinoidne GEP-NET .
1.2.1.1 Karcinoidi oz. gastrointestinalni NET

Karcinoidi izhajajo iz enterokromafinih celic. Glede na embrionalni izvor jih delimo na
tumorje sprednjega (respiratorni trakt, prizeljc, Zelodec, dvanajstnik, jajéniki in pankreas),
srednjega (tanko crevo, slepi€, proksimalno debelo ¢revo) in zadnjega dela pracrevesa
(distalno debelo crevo, rektum). Ta razdelitev nam pomaga tudi pri razlikovanju Stevilnih
pomembnih biokemié¢nih in klini¢nih lastnosti karcinoidov, saj se le-ti razlikujejo glede na
klini¢ne znake, histokemijo in sekretorne produkte (preglednica 1). Sestdeset odstotkov
karcinoidov izhaja iz srednjega dela pracrevesa, najpogostejsi lokaciji pa sta v tanko ¢revo

(28 %) in slepi& (22 %) (4).

Preglednica 1: Histokemi¢ne in biokemic¢ne lastnosti karcinoidnih NET (4)

Lokacija tumorja Argirofilnost Sekretorni produkti

sprednji del pracrevesa - 5-HTP, histamin,
polipeptidni hormoni

srednji del pracrevesa + serotonin, substanca P,
Kinini, prostaglandini

zadnji del pracrevesa - nefunkcionalni
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Slika 1: Najpogostejse lokacije karcinoidnih NET (5)

1.2.1.2 Nekarcinoidni GEP-NET

Nekarcinoidni GEP-NET, ki se klini¢no izrazajo s tipi¢nimi simptomi hipersekrecije
hormonov, vkljuCujejo insulinom, gastrinom, VIPom (vazointestinalni peptid),
glukagonom in somatostatinom. Vefinoma se nahaja v trebusni slinavki (pankreati¢ni
NET- PNET ), najdemo pa jih tudi v Zelodcu, dvanajstniku in tankem crevesju
(preglednica 2). Priblizno polovica teh tumorjev pa je nefunkcionalnih oz. izlo¢ajo peptide
z nizko biolosko aktivnostjo. V ¢asu diagnoze metastazira okoli 50 % nekarcinoidnih GEP-

NET. Insulinom in gastrinom sta najpogostej$a. 90 % insulinomov je benignih in manj$ih



od dveh centimetrov. Gastrinomi pa spadajo med visoko maligne tumorje, saj se v Casu
postavitve diagnoze pri 70-80 % bolnikov Ze pojavijo metastaze v jetrih. VIPomi so redki,
veliki (72 % je ve¢jih od 5 cm) in maligni. Med najredkejse nekarcinoidne GEP-NET

spadajo glukagonomi, somatostatinomi in PPomi (pankreati¢ni polipeptid). (6, 7, 8).

Preglednica 2: Nekarcinoidni GEP-NET (6)

Tumor Lokacija Malignost

Insulinom Pankreas 99 % <10

Gastrinom Dvanajstnik 70 % >50
Pankreas 25 %

\VIPom Pankreas 90 % >50

Glukagonom Pankreas 100 % >70

PPom Pankreas 100 % >60

Somatostatinom Pankreas 55 % >50
Dvanajstnik,Jejunum 44 %

Nefunkcionalni Pankreas >80

1.3 KLASIFIKACIJA NET

Klasifikacija NET je zaradi njihove kompleksnosti dozivela $tevilne spremembe in bila
tema mnogih razprav. Problemi se pojavljajo Ze v samem izrazoslovju, ki se v literaturi
uporabljajo za poimenovanje teh tumorjev. Te tumorje so najprej poimenovali karcinoidi,
ta izraz je zamenjal termin NET, ki je danes siroko uporabljen. V najnovejsi literaturi pa se
za poimenovanje uporablja izraz nevroendokrine neoplazme (NEN, WHO klasifikacija
2010), izraza NET in karcinoidi pa se $e vedno uporabljata in oznacujeta podskupini teh
tumorjev. V diplomski nalogi bom uporabljala izraz NET.

Svetovna zdravstvena organizacija (WHO) je konec leta 2010 izdala novo Klasifikacijo za
NET oz. NEN (preglednica 3). Osnovna kriterija WHO Kklasifikacije iz leta 2000 kot sta



diferenciacija in proliferacija sta se ohranila, toda lokacija, velikost tumorja in razsirjenost
tumorja pa so se preusmerile v TNM (tumor, bezgavke, metastaze; angl. tumor, nodes ,
metastasis) klasifikacijo. Klasifikacija iz leta 2010 temelji na dejstvu, da so vse NEN
potencialno maligne, a se razlikujejo glede na verjetnost za pojav metastaz. Dobro
diferencirani NEN so v skupnem razredu kot NET gradusa 1 (G1) ali 2 (G2). lzraz
nevroendokrini  karcinom (NEC) pa je rezerviran za vse slabo diferencirane
nevroendokrine neoplazme in je razdeljen v dve podskupini drobnoceli¢ni in velikoceli¢ni

NEC. Vsi NEC so glede na njihovo proliferacijsko aktivnost tumorji tretjega gradusa (G3)
(9).

Preglednica 3: Primerjava WHO klasifikacije NET iz leta 2000 in 2010 (9)

WHO Kklasifikacija 2000 WHO klasifikacija 2010

Dobro diferencirani nevroendokrini tumorji Nevroendokrini tumor G1(karcinoid), G2

Dobro diferencirani nevroendokrini karcinom

Slabo diferencirani (drobnoceli¢ni) Nevroendokrini karcinom G3, drobnoceli¢ni
nevroendokrini karcinom karcinom
Nevroendokrini karcinom G3, velikoceli¢ni

karcinom

S pomocjo gradusa doloc¢amo stopnjo malignosti, diferenciranost pa se nanasa na stopnjo
strukturne podobnosti neoplasti¢nih celic s celicami tkiva iz katerega izhajajo. Celice
dobro diferenciranega NET so organoidno urejene, relativno enotne in producirajo veliko
Stevilo nevrosekretornih granul, kar se izraza v mo¢ni in difuzni imunoekspresiji
nevroendokrinih markerjev, kot sta kromogranin A (KgA) in sinaptofizin. Celice slabo
diferenciranih tumorjev so manj podobne ne-neoplastiénim celicam nevroendokrinega
sistema. Njihova arhitektura je bolj razprSena, jedra so nepravilna, granuliranost
citoplazme je manjSa, imunoekspresija nevroendokrinih markerjev, predvsem KgA, pa je
bolj omejena. Gradus oz. stopnja malignosti pa se nanasa na biolosko agresivnost tumorja.
NET z nizkim gradusom so relativno indolentni, medtem ko so tumorji z visokim
gradusom zelo agresivni. Gradus tumorja dolocamo s pomoc¢jo stopnje proliferacije oz.
mitotske aktivnosti in v nekaterih primerih s prisotnostjo in obsegom tumorske nekroze

(preglednica 4). Stopnjo proliferacije ocenjujemo na osnovi dolocanja Stevila mitoz na




povrsinsko enoto tumorja (Stevilo mitoz na 10 polj velike povecave - 10 hpf 0z. na 2 mm? )

ali odstotka neoplasti¢nih celic, ki izrazajo proliferacijski marker Ki67 (10, 11).

Slika 2: Dobro diferencirani nevroendokrini tumor (levo) in slabo diferencirani

nevroendokrini karcinom pankreasa (desno) (12)

Preglednica 4: Dolocanje gradusa NET (10)

GRADUS GEP-NET

Nizek <2 mitozi /10 hpf IN
< 3 % Ki67 indeks

Srednji 2-20 mitoz / 10 hpf ALI
3-20 % Ki67 indeks

Visok > 20 mitoz /10 hpf ALI
> 20 % Ki67 indeks

Evropsko zdruZenje za nevroendokrine tumorje (ENETS) je razvilo TNM Klasifikacijo za
ocenitev stadija NET. TNM Klasifikacija NET je razdeljena na specifiéna podrocja
zelodec, dvanajstnik/proksimalni jejunum, distalni jejunum/ileum in pankreas. Uporabljeni
so klasiéni kriteriji: velikost tumorja (T), prizadetost bezgavk (N), prisotnost oddaljenih
metastaz (M) (preglednica 5) (13).



Preglednica 5: TNM klasifikacija (zelodec, dvanajstnik, ampula,jejunum, ileum, pancreas)

(13)
TNM | Zelodec Dvanajstnik/ampula/proksimalni | Pankreas Distalni
jejunum jejunum/ileum

Tx | Primarni tumor ni Primarni tumor ni opredeljiv Primarni tumor | Primarni tumor
opredeljiv ni opredeljiv ni opredeljiv

TO | Niznakov Ni znakov primarnega tumorja Ni znakov Ni znakov
primarnega tumorja primarnega primarnega

tumorja tumorja

Tis | Tumorin - - -
situ/displazija
(>0.5mm)

T1 | Tumor vrasca v Tumor vras¢a v lamino proprio ali | Tumor omejen Tumor vrasca v
lamino proprio ali submukozo in < 1. cm na pankreas in < | mukozo ali
submukozo in < 2cm submukozo in
lcm <lcm

T2 | Tumor vras¢a v Tumor vraséa v muskularis Tumor omejen Tumor vraséa v
muskularis proprijo | proprijo ali >1 cm na pankreas in muskularis
ali subserozo ali > velikosti 2-4 cm | proprio ali >
lcm lcm

T3 | Tumor penetrira Tumor vraséa v pankreas Tumor omejen Tumor vraséa v
serozo potrebusnico na pankreas in > | subserozo

4cm ali vrasca
vdvanajstnik ali
zol¢nik
T4 | Tumor vrasca v Tumor vras€a v potrebusSnico ali Tumor vraséa v | Tumor vraséa v

sosednje strukture
(za kateri koli T
dodaj M pri
multiplih tumorjih)

druge strukture (za kateri koli T

dodaj M pri multiplih tumorjih)

sosednje organe
(zelodec,vranica,
kolon,
nadledvi¢na
zleza) ali v stene

vecjih zil

potrebusnico/
druge organe
(za kateri koli
T dodaj M pri
multiplih

tumorjih)




Nx | Ocena zasezenosti Ocena zasezenosti lokalnih Ocena Ocena
lokalnih bezgavk ni | bezgavk ni mozna zasezenosti zasezenosti
mozna lokalnih lokalnih
bezgavk ni bezgavk ni
mozna mozna
NO | Ni zasevkov v Ni zasevkov v lokalnih bezgavkah | Ni zasevkov v Ni zasevkov v
lokalnih bezgavkah lokalnih lokalnih
bezgavkah bezgavkah
N1 | Zasevki v lokalnih Zasevki v lokalnih bezgavkah Zasevki v Zasevki v
bezgavkah lokalnih lokalnih
bezgavkah bezgavkah
Mx | Oddaljenih zasevkov | Oddaljenih zasevkov ni mogoce Oddaljenih Oddaljenih
ni mogoce opredeliti | opredeliti zasevkov ni zasevkov ni
mogoce mogoce
opredeliti opredeliti
Mo | Ni oddaljenih Ni oddaljenih zasevkov Ni oddaljenih Ni oddaljenih
zasevkov zasevkov zasevkov
M1 | Prisotni zasevki Prisotni zasevki Prisotni zasevki | Prisotni
zasevki
Preglednica 6: TNM klasifikacija (slepi¢, debelo ¢revo, rektum) (12)
TNM Slepi¢ Debelo ¢revo/rektum
Tx | Primarni tumor ni opredeljiv Primarni tumor ni opredeljiv
TO | Niznakov primarnega tumorja Ni znakov primarnega tumorja
T1 | Tumor vrasca v lamino proprijo in <1 cm Tumor vra$¢a v mukozo ali submukozo
Tla<lcm T1b 1-2 cm
T2 | Tumor vras¢a v submukozo, muskularis proprijo in/ali | Tumor vra$¢a v muskularis proprijo ali >
minimalno(do 3 mm) vras¢a v serozo/mezoapendiks | 2cm
in<2cm
T3 | Tumor > 2 cm in/ali vraséa (ve¢ kot 3 mm) v | Tumor vraséa v
serozo/mezoapendiks subserozo/prikolno/perirektalno maséevje
T4 | Tumor vrasca v potrebuSnico/ostale organe Tumor vrasc¢a v druge organe in/ali predira
visceralno potrebusnico
Nx | Ocena zaseZenosti lokalnih bezgavk ni mozna Ocena zasezenosti lokalnih bezgavk ni
mozZna
NO | Ni zasevkov v lokalnih bezgavkah Ni zasevkov v lokalnih bezgavkah




N1 | Zasevki v lokalnih bezgavkah Zasevki v lokalnih bezgavkah

Mx | Oddaljenih zasevkov ni mogoce opredeliti Oddaljenih zasevkov ni mogoce opredeliti
Mo | Ni oddaljenih zasevkov Ni oddaljenih zasevkov

M1 | Prisotni oddaljeni zasevKki Prisotni oddaljeni zasevki

1.4 EPIDEMIOLOGIJA NET

NET predstavljajo 0,5 % vseh rakavih obolen;j. Incidenca je priblizno 2 na 100000 ljudi,
nekoliko ve¢ je obolelih Zzensk (14). V ZdruZenih drzavah Amerike so opazili vecjo
incidenco med Afroameri¢ani v primerjavi z drugimi etni¢nimi skupinami (15, 16). V
zadnjih desetletjih incidenca nara$ca, kar bi lahko pripisali vecji ozaveséenosti in izboljSani
diagnostiki. Ve¢ina NET izhaja iz gastrointestinalnega trakta (GIT) (62-67 %) in pljuc (22-
27 %). Prognoza bolnikov je odvisna stadija. Ce je tumor lokaliziran, je petletno preZivetje

93-%, pri regionalnih tumorjih 74-%, pri oddaljenih zasevkih pa 19-% (14).

1.5 ETIOLOGIJA NET

Vecina NET se pojavi sporadi¢no, vendar obstajajo doloCeni geneti¢ni sindromi, ki
signifikantno povecajo tveganje za njihov razvoj. Multipla neoplazija tipa 1 in 2 (MENL,;
MEN2), nevrofibramatoza tipa 1 (NF1), von Hippel-Lindau-ova (VHL) bolezen in
tuberozna skleroza (TSC) povzrocajo alteracijo v celi¢nih regulatornih proteinih in
signalnih poteh. Enake genske alteracije kot pri teh sindromih najdemo tudi pri sporadi¢nih
lezijah (15).

MENL1 je dedna motnja, ki jo povzroca mutacija MEN1 gena, ki kodira tumor supresorski
protein menin. To je jederni protein, ki z vezavo na dolo¢ene transkripcijske faktorje
inhibira celi¢no proliferacijo. Klinicno se MEN1 manifestira v obliki enteropankreati¢nih
tumorjev, paratiroidne hiperplazije in adenomov hipofize. Pri 90 % pacientov se pojavi
hiperparatiroizem (15, 17).




MEN?2 je avtosomno dominanten genetski sindrom, pri katerem pride do mutacije RET
protoonkogena, ki kodira receptor za tirozin-kinazo. MEN2 je povezana z medularnimi

karcinomi $¢itnice, feokromocitomi in paratiroidno hiperplazijo (15, 17).

Pri NF1 pride do okvare NF1 gena na kromosomu 17. Genski produkt je nevrofibromin, ki
deluje kot supresor onkogena Ras. NF1 je povezana z nefunkcionalnimi NET in

somatostatinomi (15).

VHL bolezen poveca tveganje za razvoj ledvicnega raka, hemangioblastoma centralnega
zZivénega sistema, renalnega angioma, priblizno 65 % bolnikov pa razvije NET,
najpogosteje feokromocitom in NET pankreasa. VHL gen je lociran na kromosomu 3p25-
26 in je tumor supresorski gen, ki regulira s hipoksijo inducirano celi¢no proliferacijo in

angiogenezo (15, 17).

Pri TSC pride do mutacij v genih TSC1 in TSC2, ki kodirata proteina hamatrin in tuberin.
Ponavadi se TSC kaze v obliki multiplih fibromov, hamartomov in drugih benignih lezijah
vezivnega tkiva, v nekaterih primerih pa so jo povezani z malignimi tumorji celic

Langerhansovih otoc¢kov (15).

1.6 KLINICNA SLIKA IN DIAGNOSTIKA NET

Nevroendokrine tumorje lahko razdelimo na funkcionalne in nefunkcionalne tumorje.
Funkcionalni tumorji se klini¢no izrazajo s simptomi, ki so posledica prekomerne
produkcije hormonov in aminov npr. karcinoidni sindrom pri karcinoidih. Ti simptomi so
podobni simptomom, ki jih najdemo pri Stevilnih drugih boleznih, zato je diagnostika

pogosto tezavna.

Glavna znacilnost enterokromafinih celic je sinteza, shranjevanje in izloCanje serotonina
(5- hidroksitriptamin-5-HT). Serotonin se sintetizira iz triptofana preko prekurzorja 5-
hidroksitriptofana (5-HTP) . Metabolizira se v 5-hidroksindolocetno kislino (5-HIAA) in
se izlo¢i z urinom. Pri zdravih ljudeh se priblizno 99 % triptofana uporabi za sintezo
nikotinske kisline, manj kot 1 % pa se porabi za sintezo 5-HT. Pri bolnikih s karcinoidom
pa se metabolizem premakne v smeri nastajanja serotonina in posledi¢no 5-HIAA. Kadar

se 5-HT in ostali produkti izlocajo v portalno cirkulacijo, jih jetra v zadovoljivi meri
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metabolizirajo, zato ponavadi ne povzrocajo znakov karcinoidnega sindroma. Le-ti se
pojavijo ob prisotnosti jeternih zasevkov in v primeru, da se primarni karcinoid nahaja v
bronhu in/ali jaj¢niku. Tipi¢ni karcinoidni sindrom se pojavi pri manj kot 10 % bolnikov in
se najpogosteje pojavi pri karcinoidnih tumorji srednjega dela pracrevesa. Glavne
znacilnosti tega sindroma so naval rdecice na kozi obraza, vratu in zgornjega dela trupa ter
eksplozivna driska. Pordecitev koze, ki traja nekaj minut, lahko sprozi uzivanje alkohola,
hrana bogata s tiraminom ali telesna aktivnost. Redkeje se pojavijo valvularna hiba
desnega srca, bronhialna konstrikcija in palegra, ki nastane zaradi pomankanja nikotinske
kisline. Karcinoidi zgornjega dela pracrevesa lahko izlocajo 5-HTP, histamin in
polipeptidne hormone podobne ACTH (adenokortikitropni hormon) in se lahko klini¢no
izrazajo v obliki netipi¢nega karcinoidnega sindroma. Zanj je znacilna pordecitev obraza,
ki je temno rdeca in ne roZnata kot pri tipicnem karcinoidnem in traja dlje ¢asa. Ostali

znaki so Se hipotenzija, oteklina, glavobol in solzenje (18, 19, 20, 21).

Pri gastrinomu lahko nastane Zollinger-Elilisonov sindrom zaradi povecane produkcije
gastrina pri tumorjih trebusne slinavke ali dvanajstnika. Gastrin stimulira izlo¢anje

zelodéne kisline, kar povzroca gastritis in Zelod¢ne razjede.

Insulinom se izraza s simptomi nevroglikopenije (amnezija, koma, zmedenost, konvulzije,
izguba zavesti, tezave z vidom), zaradi znizane koncentracije glukoze v krvi ter s
simptomi, ki nastanjejo zaradi prekomernega delovanja simpatika (slabost, potenje, tremor,

palpitacije, pove€an apetit).

Glukagonom povzroca glukozno intoleranco, izgubo telesne teze ter migrirajoci
nekroliti¢ni eritem, ki se kaze kot rde¢ mehurjast izpuscaj in se $iri preko spodnjega dela

trebuha, ritnic, presredka in mednozja.

VIPomi izlo¢ajo vazoaktivni intestinalni polipeptid, ki povzroca vodene diareje,

hiperkalcemijo, hipokalemijo, aklorhidrijo, hiperglikemijo, dehidracijo in zardevanje.

Simptomi, ki kaZejo na prisotnost somatostatinoma pa vkljucujejo diabetes, diarejo oz.

steatorejo, bolezni Zol¢nika, hipoklorhidrijo in izgubo telesne teze.

Nefunkcionalni tumorji izlo€ajo peptide, ki ne povzroc¢ajo posebnih klini¢nih simptomov.

Kadar se pojavijo v ¢revesju, se kazejo s simptomi, kot so krvavitve v gastrointestinalnem
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traktu in intestinalno obstrukcijo. Nefunkcionalni tumorji pankreasa pa lahko povzrocajo

abdominalno neugodje, bole¢ino, povecana jetra in v nekaterih primerih tudi zlatenico (22,

23).

1.6.1 Biokemi¢ni oznacevalci

NET glede na mesto izvora spros¢ajo razlicne hormone in peptide, ki nam kot biokemijski

markerji (preglednica 7) sluzijo za postavitev oz. potrditev diagnoze, spremljanje bolezni,

imajo pa lahko tudi prognosti¢no vrednost (24).

Preglednica 7: Specifi¢ni biokemijski oznacevaci za vsako vrsto tumorja (24)

Somatostatinom, PPom, VVIPom

Mesto \/rsta tumorja Oznacevalec
Vsi KgA in KgB
PP, NSE, neurokinin, neurotenzin
HCG-a in HCG-
Timus Karcinoid sprednjega dela pracrevesa ACTH
Bronhus Karcinoid sprednjega delaACTH, ADH, serotonin, 5-HIAA
pracrevesa, drobnoceli¢ni pljucni rak [Histamin, GRP, GRPRH,VIP,
PTHrp
Zelodec Karcinoid sprednjega delaHistamin, gastrin
praCrevesa,gastrinom
Pankreas Gastrinom, insulinom, glukagonom  (Gastrin,  insulin,  proinzulin,

glukagon, somatostatin
C-peptid,  nevrotenzin,
PTHrp,kalcitonin

VIP,

Dvanajstnik

Gastrinom, somatostatinom

Somatostatin, gastrin

lleum

Karcinoid srednjega dela precrevesa

Serotonin, 5-HIAA
NKA, neuropeptid K, SP

Kolon in rektum

Karcinoid zadnjega dela pracrevesa

Peptid Y'Y, somatostatin

NSE (nevronspecificna enolaza), HCG (Cloveski horionski gonadotropin), ADH (antidiureticni hormon),

GRP (gastrin spros$¢ujoéi peptid), PTHrp (paratiroidnemu hormonu sorodna beljakovina) SP (substanca P)
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1.6.2 Slikovne preiskavne metode za diagnostiko NET

1.6.2.1 Scintigrafija

Scintigrafija je neinvazivna preiskavna metoda, pri kateri dobimo dvodimenzinalno sliko
telesa na podlagi sevanja, ki ga oddaja v telo vneSeni radiofarmak. Le-ta se veze na
razli¢ne receptorje, ki jih na svoji povrsini izrazajo celice tumorjev. Za diagnostiko NET je
Se posebej primeren somatostatinski receptor, ki ga najdemo pri vecini nevroendokrinih
celic (55-95 %). Na te receptorje (predvsem podtipa 2 in 5) se veze indijem oznacéeni
pentetreotid, ki je konjugat oktreotida (oktapeptidni somatostatinski analog). Radiofarmak
pride v celico s pomoc¢jo endocitoze pentetreotid-receptor kompleksa. Temu sledi
disociacija od receptorja, pri ¢emer ostane radiofarmak v lizosomu, receptor pa se reciklira

na celi¢ni membrani (22, 25).
1.6.2.2 Pozitronska emisijska tomografija (PET)

Pri NET, ki jih ne moremo diagnosticirati z scintigrafijo uporabljamo PET. Pri tej metodi
bolniku v kri vbrizgamo radiofarmak, ki ima pozitronski sevalec. Tako dobimo
trodimenzinalno sliko funkcijskih procesov v telesu. Pri diagnostiki NET uporabljamo
predvsem 18- FDG (F-18-fluorodeoksiglukoza) in C11-5HTP (C-11-5-hidroksitriptofan)
(22, 26).

1.6.2.3 RacunalniSka tomografija (CT), magnetna resonanca (MR) in

ultrazvocna preiskava (UZ)

Poleg scintigrafije in PET se za to¢no lokalizacijo in vizualizacijo tumorja uporabljajo CT,
MR in UZ. Endoskopski ultrazvok je Se posebej uporaben za lokalizacijo inzulinomov in
gastrinomov, njegova obcutljivost je 45-60 % za detekcijo NET dvanajstnika in 90-100 %
za lokalizacijo NET pankreasa. Uporabne so tudi bronhoskopija, kolonoskopija in

gastroskopija (22, 26).

1.7 ZDRAVLJENJE NET

Zdravljenje NET zahteva multimodalni pristop in mora biti individualizirano glede na tip

tumorja in prisotnost simptomov.
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1.7.1 Kirursko zdravljenje NET

S kirursko odstranitvijo tumorja lahko dosezemo popolno ozdravitev. V primeru, da so
prisotni oddaljeni zasevki ali kadar je tumor inoperabilen, napravimo zmanjSevalno

operacijo z namenom lajSanja simptomov (22).

1.7.2 Transarterijska kemoembolizacija in radiofrekvené¢na ablacija

Transarterijska kemoembolizacija (TACE) je paliativna oblika zdravljenja in se uporablja
pri bolnikih z zasevki v jetrih. S pomod¢jo katetra preko jeternega zilja doseZemo tumor v
jetrih, v katerega vbrizgamo citostatik in emolizacijsko sredstvo. Citostatiki, ki se
uporabljajo pri tej terapiji so doksorubicin, cisplatin, streptozocin in drugi. Namen TACE

je zamasiti prehranjevalno Zilja tumorja in zavreti njegovo rast (7, 9).

Radiofrekvenc¢na ablacija (RFA) je prav tako paliativna metoda zdravljenja GEP-NET. Pri
RFA s pomocjo radiofrekfen¢nih sond dovajamo toploto v zeljeno podrocje. Le-ta unici oz.
razgrajuje tumorsko tkivo. Popolno oz. signifikantno zmanj$anje simptomov so opazali pri
69-86 % bolnikih zdravljenih z RFA (7).

1.7.3 Somatostatin in analogi

Somatostatin je peptid, ki inhibira izlo¢anje $tevilnih hormonov in se uporablja za
simptomatsko zdravljenje NET ze od leta 1980 in Se vedno ostaja glavno sredstvo za
kontrolo simptomov GEP-NET. V zgodnejsih raziskavah so uporabljali subkutane injekcije
s 150 mg somatostatina trikrat na dan in opazili izboljsanje simptomov pri 88% pacientov.
Zaradi njegovega kratkega razpolovnega Casa so sam somatostatin nadomestili njegovi
dolgodelujoci analogi, kot so oktreotid (10 mg, 20 mg ali 30 mg) ali lanreotid avtogel
(60 mg, 90 mg ali 120 mg). Podaljsano delovanje so dosegli z zamenjavo L-triptofana z D-
triptofanom, kar zmanj$a encimsko degradacijo in stabilizira molekulo (slika 3) (27).
Zdravljenje se ponavadi za¢ne z intramuskularno aplikacijo 20 mg dolgodelujocega
oktreotida po predhodnem testiranju senzitivnosti s subkutano formulacijo. Sledi

prilagajanje odmerka glede na intenzivnost simptomov (7).
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Somatostatin

Okreotid

Slika 3: Zaporedje aminokislin pri somatostatinu in njegovih analogih okreotidu in

Analogi somatostatina (oktreotid, lanreotid, vapreotid) naj bi poleg kontrole simptomov
izkazovali tudi direktne in indirektne u¢inke na tumor. Direktni uéinki, kot SO zaustavitev
rasti tumorja in stimulacija apoptoze ter indirektni ucinki, kot so antiangiogeneza in
imunomodulatorni u¢inki, naj bi bili odvisni od podtipa receptorja, ki ga tumor izraza. Za
stimulacijo imunomodulatornega efekta se analogi somatostatina uporabljajo tudi v

kombinaciji z interferonom-alfa (7).

D- Trp
|
/S Lvs |
Lanreotid

lanreotidu (27)

1.7.4 Sistemska kemoterapija NET

Citotoksi¢na terapija ostaja prva izbira za zdravljenju pacientov z neoperabilnimi GEP-
NET, ki so Ze metastazirali. Kljub zgodnji uporabi citotosi¢nih ucinkovin, pa odziv

opazimo pri precej nizkem odstotku pacientov (0-33 %). Uporabljajo se razli¢ni citostatiki

predvsem 5-fluorouracil, streptozocin, doksorubicin in njihove kombinacije (7).
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1.7.5 Radionuklidna terapija NET

Tar¢a te varne in ucinkovite terapije je receptor za somatostatin tipa 2, ki ga celice
nekaterih GEP-NET prekomerno izrazajo. Te tumorje identificiramo s pomocjo SRS
(scintigrafija somatostatinskega receptorja). Uporabljajo se somatostatinski analogi
oznaleni z beta emiterji itrij-90 (*°Y) in lutecij-177 (*"’Lu) v kombinaciji z DOTA kelatorji

z visoko afiniteto(7).

1.7.6 Nove tarc¢e za zdravljenje GEP-NET

GEP-NET so dobro oziljeni tumorji in izrazajo proangiogene molekule, kot je vaskularni
endotelijski rastni faktor. Poleg tega se na povrsini celic teh tumorjev nahajajo Stevilni
receptorji za rastne faktorje in njihove “downstreen” efektorje. Med njimi najdemo tirozin
kinazne receptorje, kot je receptor za epidermalni rastni faktor, receptor za faktor mati¢nih
celic c-KIT, receptor za insulinu podoben rastni faktor 1, fosfoinozitid-3-kinaza, RAC-a
serin/treonin protein Kkinaza, tar¢a rapamicina pri sesalcih in receptor za rastni faktor
trombocitov. Le-ti predstavljajo nove terapevtske tarce, katerih uc¢inkovitost pri zdravljenju

GEP-NET je trenutno predmet raziskav (7).

1.8 TUMORSKI OZNACEVALCI

Tumorski oznacevalci (TO) so snovi, ki so produkt malignih celic, ali snovi, ki so nastale v
drugih celicah pod vplivom malignih celic in jih lahko dolo¢imo v telesnih tekoCinah. To
so lahko novosintetizirane snovi, ki jih v zdravem organizmu ne najdemo, ali snovi, ki so v
normalnem organizmu prisotne v veliko nizjih koncentracijah. Tako nam kot tumorski
oznacevalci lahko sluzijo membranski antigeni, hormoni, encimi, poliamini, nukleozidi,
produkti onkogenov, produkti tumorskih supresorskih genov ali podatki o DNA plodiji

celic in delezu celic v S- fazi celi¢nega ciklusa (28).

Dolocanje TO nam lahko pomaga pri diagnozi bolezni in napovedovanju njenega poteka,
pri doloCanju stadija bolezni in izbiri nacina zdravljenja ter pri zgodnjem odkrivanju

ponovitve in razsiritve bolezni (28).
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Lastnosti idealnega tumorskega oznacevalca:
e oznacevalec naj bi bil prisoten samo v tumorskih celicah
e znacilen naj bi bil za dolo¢en organ in vrsto tumorja
e oznacevalec naj bi bil dolo€ljiv v serumu vseh bolnikov z istim tipom tumorja
e oznacevalec naj bi bil doloc¢ljiv v serumu na zacetku razvoja tumorja
e njegove koncentracije naj bi odrazale dinamiko rasti tumorske mase

e serumske koncentracije pa naj bi bile uporabne kot napovedni dejavnik poteka

bolezni

Protitelesa proti posameznim tumorskim oznacevalcem lahko navzkrizno reagirajo z
drugimi antigenskimi strukturami, zaradi tega ne moremo govoriti o povsem specificnem
oznacevalcu ali metodi za spremljenje prisotnosti malignih tumorskih celic. Pri
vrednotenju rezultatov moramo vedno imeti v mislih, da maligna bolezen ni edini vzrok za
poviSane vrednosti tumorskih oznacevalcev, ampak da obstaja vec¢ faktorjev, ki vplivajo na

njihovo koncentracijo.

Uporabno vrednost in vlogo posameznega tumorskega oznacevalca opredelimo s pojmoma
obcutljivost in specifi¢nost (preglednica 8). Specifi¢nost predstavlja delez preiskovancev,
ki nimajo dolo¢ene bolezni in imajo normalen nivo oznacevalca. Oznacevalec je tem bolj
specificen, ¢im manjkrat je prisoten pri ljudeh brez doloc¢ene vrste tumorja oz. ¢im manj je
lazno pozitivnih dolocitev. Obcutljivost oznaCevalca pa pove, pri kolikSnem delezu
bolnikov z doloenim tumorjem je nivo oznacevalca poviSan. Idealen tumorski
oznacevalec naj bi bil 100 % obcutljiv, njegova mejna vrednost pa naj bi bila 0. Mejna
vrednost (cut-off vrednost) je arbitrarno dolo¢ena koncentracija oznacevalca, nad katero je
njegova vrednost povisana. Postavimo jo tako, da doseZzemo nek kompromis med
specificnostjo in obcutljivostjo oznacevalca, saj veCanje specificnosti pomeni istocasno

zmanjSanje njegove obcutljivosti in obratno (slika 4) (20).
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Preglednica 8: Izra¢unavanje obcutljivosti in specificnosti (28)

oznacevalec oznacevalec
povisan normalen
Stevilo bolnikov z dolo¢eno vrsto maligne
bolezni A B
stevilo ljudi brez dolocene vrste maligne
bolezni C D

Obcutljivost=A/(A+B); specifi¢nost=D/(C+D)

A=pravi negativni
B=lazno negativni
C=lazno pozitivni
D=pravi pozitivni

lzbrana "cut-off" vrednost

S Poveéana 4+— —® Poveéana
5 senzitivhost specificnost
<
ol
w
A D
B iC

-————\Vrednost tumorskega oznacevalca——=

Slika 4: Obcutljivost in specificnost tumorskega oznacevalca

Koncentracije posameznih oznacevalcev so pri posameznikih razli¢ne, zato je priporo¢ljivo
veckratno dolocanje oznacevalcev in spremljanje gibanja koncentracij. Nivo oznaevalcev
naj bi izmerili pred zaetkom zdravljenja, nekajkrat med zdravljenjem in dalj$i ¢as po
kon¢anem zdravljenju z namenom pravocasnega odkrivanja morebitne ponovitve bolezni

(28).
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1.9 KROMOGRANINI - SEKRETOGRANINI

Kromogranini so proteini, ki jih najdemo v gosto-jedernih sekretornih granulah (slika 5)
endokrinih, nevroendokrinih in zivénih celic. Pod vplivom stimulusa se iz njih izlo¢ajo z
eksocitozo skupaj z nevropeptidi, hormoni in nevrotransmiterji. Prvi med njimi je bil odkrit
KgA v kromafinih celicah goveje nadledvi¢ne zleze. V druzino kromograninov spadajo Se
kromogranin B, ki je bil najprej identificiran v celicah feokromocitoma podgane,
sekretogranin Il (ali kromogranin C), prvi¢ opisan v celicah hipofize, ter ¢ sekretogranini
11, 1V, V, VI (29).
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Slika 5: Goveja kromafina celica; okrogle strukture so sekretorne granule (29)

1.9.1 Struktura in lastnosti kromogranina A

KgA je kisel glikoprotein, topen v vodi, z molekulsko maso 49 kD. Je mo¢no hidrofilen z
izoelektriéno toc¢ko 4,5-5,0. Sposoben je glikoziliranja, fosfatiliranja in sulfatiranja. Zrel
protein sestavlja 439 aminokislinskih ostankov. Ima od 8-14 parov bazi¢nih aminokislin, ki
so pripravno mesto za njegovo proteoliti¢no cepitev. KgA veze kalcij z nizko afiniteto a
visoko kapaciteto. Pri nizkem pH ob prisotnosti kalcija tvori agregate. Ti agregati pod

elektronskim mikroskopom izgledajo kot gosta jedra (29, 30).
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1.9.2 Biosinteza

Gen za KgA je lociran na kromosomu 14 in ga sestavlja 12,15 kb. Organiziran je v osem
eksonov in ima tako 5’ kot 3’ nekodirajoCe regije (slika 6). Prepis priblizno 2 kb se
prevede v protein KgA z 457 aminokislinami (31). KgA se sinteizira v zrnatem
endoplazmatskem retikulumu in se transportira v Golgijev aparat. Tam se lo¢i od
proteinov, ki se izlo¢ajo po konstitutivni poti in se v trans Golgijevem omrezju zapakira v
nezrele sekretorne granule. V sekretornih granulah pa se del KgA cepi s pomogjo proteaz v

druge biolosko aktivne peptide z razli¢nimi funkcijami (32).

Primami transkriot ' " v v Vi Vi 1
Ekson [ eV o P Ve P2 o s
| I " w v v Vi Vi
ZralamRNA = - —— L
18-4 1) & 67 100 251 212 a9
Kromogranin A =3 I E B S :
< 100 200 300 400
Funkcionalni paptidi KezsA1-40 Kromakin176-197 Katestatin 352-372
=t ] -
L ) s
Vazostatin I (1-76) Prokromakin 79-439
=
Pankreastatn Parastatin
Vazostatin II{1-115) 250-301 357-428
== ] ME—
Naprevajana ragija Ostanki baznih parov
: Domesna signalnega paptida '.:_ Ragija oligoglutamata
T Domesnadisulfidne zanks =/~ Intron

»
-

Slika 6: Primarni transkript KgA in njegove funkcionalne domene (29)

20



1.9.3 Delovanje

Delovanje KgA je Se vedno predmet Stevilnih raziskav. Najbolj proucevana podrocja
njegovega delovanja so vioga KgA kot prohormona in njegove intracelularne funkcije v

samih sekretornih granulah.
1.9.3.1 Intracelularne funkcije

Raziskave glede vlioge KgA v sekretornih granulah so pokazale razli¢ne rezultate. Ena od
lastnosti KgA je vezava kalcija in agregacija pri nizkem pH ob prisotnosti kalcija, zaradi
Cesar je bilo predlagano, da ima KgA vlogo pri biogenezi sekretornih granul. To hipotezo
naj bi potrdile tudi Stevilne raziskave, saj naj bi se v primeru odsotnosti KgA zmanjSalo
tako Stevilo kot tudi velikost sekretornih granul. Natanc¢en mehanizem delovanja KgA Se
vedno ni popolnoma razjasnjen. KgA naj bi reguliral biogenezo sekretornih granul preko
peptida serpenina, ki nastane iz KgA. Serpenin deluje kot ekstracelularna signalna
molekula, ki poveca ekspresijo proteaznega inhibitorja proteaze neksin-1 (PN-1). Le-ta
prepre¢i degradacijo proteinov granul v Golgijevem aparatu, kar spodbuja formacijo
sekretornih granul (32, 33). N-terminalna domena KgA (KgAuss.111) pa mocno interagira s
sekretograninom III. To je protein, ki se poveze s holesterolom v membrani GA v in deluje
kot receptor za razvr$Canje agregatov KgA v regulirano sekretorno pot. Ta njuna
interakcija pa sprozi odcepljanje nezrelih sekretornih granul iz trans Golgijevega omreZja
(33). Druge raziskave na knock-out miskah niso pokazale, da bi odsotnost KgA vplivala na
biogenezo sekretornih granul, saj se njegovo pomankanje kompenzira z povecano
ekspresijo drugih graninov. Ti rezultati naj bi pricali o tem, da so granini kot celota
pomembni za formacijo sekretornih granul in da lahko pomanjkanje enega od graninov v

dolo¢eni meri nadomesti povecana ekspresija drugih proteinov iz te druzine (34).

Pri proucevaju eksocitoze v knock out miskah so ugotovili, da se v kromofinih celicah brez
KgA spremeni koli¢ina sproS¢enih kateholaminov, pride pa tudi do sprememb v kinetiki
njihovega spros¢anja. KgA ima vlogo pri kopic¢enju monoaminov v sekretornih granulah in

deluje kot regulator eksocitoze (35, 36).

Ena izmed intracelularnih funkcij KgA je sodelovanje pri intracelularni mobilizaciji
kalcija. KgA se veze na receptor za 1,4,5-trifosfat (IP3), ki se nahaja na membrani

sekretornih granul in olajsa sprosc¢anje kalcija kot odgovor na IP3 (31).
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1.9.3.2 Ekstracelularne funkcije

Prisotnost S$tevilnih parov bazi¢nih aminokislin nakazuje, da je KgA prohormon, iz
katerega nastanejo po post-translacijski proteoliti¢ni cepitvi Stevilni bioloSko aktivni

peptidi.

Prvi med njimi je bil odkrit pankreastatin (PST, KgAz40-288), ki so ga prvi¢ izolirali in
identificirali v trebusni slinavki prasica. PST in vitro dviguje glukozo v krvi tako, da
inhibira z glukozo stimulirano spro$¢anje insulina iz beta celic trebusne slinavke. Inhibira
tudi privzem glukoze v adipocotih in hepatocitih in inducira glikogenolizo. Pri ljudeh PST
vpliva metabolizem ogljikovih hidratov in lipidov. Pri nekaterih boleznih (diabetes tipa 1)
njegove koncentracije variirajo. Ena izmed treh razli¢ic PST izkazuje veéjo sposobnost
inhibicije privzema glukoze v celice, kar nakazuje, da ima PST vlogo pri interindividualnih
razlikah pri razpolaganju z glukozo (37, 38). Poleg tega PST inhibira izlo¢anje amilaze iz
eksokrinega pankreasa, izloCanje Zelodéne kisline iz parietalnih celic in izloCanje PTH iz

paratireoidnih celic (29).

Vazostatin (VS) | (KgAi.7) in 1l (KgA;.13) sta peptida, ki izhajata iz N-terminalnega dela
KgA. Njuno poimenovanje pa izhaja iz dejstva, da inhibirata vazokonstrikcijo. Poleg tega
modulirata celicno adhezijo, spros¢anje PTH iz paratireoidnih celic, interakcijo
fibroblastov in gladkih miSi¢nih celic z ekstracelularnim matriksom in vplivata na

tumorsko rast (31).

Katestatin (CST) izhaja iz C-terminalnega dela KgA (KgAss;-372). Nedavne $tudije na
izoliranih celicah in organizmih so pokazale, da deluje kot modulator sekrecije
kateholaminov iz kromafinih celic in adrenergi¢nih nevronov. Je endogeni nekompetitivni
antagonist nikotinskih receptorjev in tako zavira nikotinsko holinergi¢no sproscanje
kateholaminov. Poleg tega stimulira spro$¢anje histamina iz mastocitov in modulira
simpati¢no in parasimpati¢no aktivnost z delovanjem na baroreceptorski center v nucleus
tractus solitarius. Njegova koncentracija nizka tako pri bolnikih z hipertenzijo kot pri
ljudeh z normalnim krvnim tlakom 2z druZzinsko zgodovino hipertenzije. Nizka
koncentracija CST napoveduje pove€an adrenergi¢ni odgovor na okoljske stresorje, kar
nakazuje, da bi lahko bila nizka koncentracija CST faktor tveganja za razvoj hipertenzije.
Poleg tega so identificirali tri razliCice tega proteina, ki se razlikujejo glede na sposobnost

inhibicije izloCanja kateholaminov. Ena izmed razli¢ic poveCuje obcutljivost
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baroreceptorjev in sréno parasimpaticno aktivnost ter zmanjSuje sr¢no simpaticno
aktivnost, kar bi lahko pomenilo, da imajo ljudje s tem polimorfizmom manj$o moznost za

razvoj hipertenzije (39).

Nekateri peptidi, ki izhajajo iz KgA pa izkazujejo antibakterijske in antifungalne lastnosti z
razliécnimi mehanizmi delovanja. Mednje spadajo prokromakin, kromakin I in kromakin
11 (29).

1.9.4 KgAin NET

Kg A se izlo¢a iz veziklov nevroendokrinih celic skupaj z ostalimi peptidi, amini in
hormoni. Ena izmed njegovih pomembnih lastnosti je tudi ta, da se ne izloca le iz celic
funkcionalnih NET, ampak tudi iz tistih slabSe diferenciranih tumorjev, ki ne izlocajo
znanih hormonov. PoviSane vrednosti KgA najdemo pri 50 — 100 % vseh NET, odvisno od
vrste tumorja ( gastrinomi — 100 %; feokromocitomi — 89 %; karcinoidni tumorji — 80 %;
nefunkcionalni NET tumorji pankreasa — 69 %). Njegove vrednosti so odvisne tudi od

mase tumorja, progresije in maligne narave tumorja (24).

1.10 VPLIVI RAZLICNIH DEJAVNIKOV IN BOLEZNI POLEG NET
NA KONCENTRACIJO KgA V KRVI

Poleg NET lahko na koncentracijo KgA v krvi vplivajo Stevilni drugi dejavniki, kot so
razli¢ne bolezni, jemanje razli¢nih zdravil idr. UpoStevanje teh dejavnikov je kljucno za
pravilno interpretacijo pridobljenih rezultatov, postavljanje diagnoze ali ocenitev poteka

zdravljenja.

NajpogostejSa vzroka za poviSanje KgA v krvi sta atrofi¢ni gastritis in gastritis zaradi
okuzbe s Helicobacter pylori. Kroni¢no poviSanje gastrina v serumu pri bolnikih z
gastritisom, $e posebno pri tistih, ki se zdravijo z inhibitorji protonske ¢rpalke, lahko
privede do hiperplazije ECL celic Zelodca (celice podobne enterokromafinim celicam).
Merjenje KgA bi lahko uporabljali za spremljanje hiperplazije teh celic, ki lahko vodi do
neoplazije nevroendokrinih celic. Bolniki, pozitivni na Helicobacter pylori, imajo povisane
serumske vrednosti gastrina in KgA. PoviSane vrednosti KgA lahko najdemo tudi v

primeru ledvi¢ne ali jetrne odpovedi. Tudi karcinom prostate in benigna hiperplazija
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prostate lahko vodita do povisanih vrednosti KgA. Rahlo povisanje pa so opazili tudi pri
ulcerativnem kolitisu, Chronovi bolezni, Parkinsonovi bolezni, revmatoidnem artritisu,
hiperparatiroidizmu ter pri nekaterih Zenskah po menopavzi in pri noseCnicah. Poleg
bolezenskih stanj na koncentracijo KgA v krvi vplivajo tudi zdravila, predvsem inhibitorji
protonske ¢rpalke, antagonisti histaminskih receptorjev H2 v nekaterih primerih pa tudi
kortikosteroidi. Spodnja preglednica prikazuje vpliv razli¢nih patoloskih stanj in zdravil na
koncentracijo KgA v krvi (40).

Preglednica 9: Vpliv razli¢nih patoloskih stanj in zdravil na koncentracijo Kga v krvi (40)

Visoko do zmerno poviSanje KgA v krvi [Blago do zmerno povisanje KgA v krvi

inhibitorji protonske ¢rpalke vnetne bolezni Crevesja (ulcerativni
antagonisti histaminskih receptorjev H2  |kolitis, Chronova bolezen)

kroni¢ni atrofi¢ni gastritis nezdravljena esencialna hipertenzija
prizadeta ledvi¢na funkcija akutni koronarni sindrom

revmatoidni faktor IgM sréno popuscanje

nekateri nefrotoksi¢ni kemoterapevtiki temporalni arteritis

rak prostate in benigna hiperplazija prostatejposlabsana  jetrna funkcija(ciroza,
kroni¢ni hepatitis)

adenokarcinom trebusne slinavke
sindrom razdrazljivega Crevesja
hepatocelularni karcinom

hipertiroidizem

hiperparatiroidizem

obstrukcija dihalnih poti pri kadilcih
sistemski revmatoidni artritis
Parkinsonova bolezen

nosecnost

nenevroendokrini  tumorji(rak  dojk,
pljucni rak, gastrointestinalni karcinom,
rak materniCnega vratu, genitourinarni
rak, maligne bolezni krvi in krvotvornih
organov, rak genitourinarnega trakta)

KgA je relativno stabilen protein. BioloSki material (serum, plazma) lahko daljsi cas
shranjujemo pri -20 °C. Nekaj ciklov zamrzovanja in odtaljevanja ne poskoduje molekule.
Cirkulirajoci KgA je prisoten v krvi zdravih osebkih, njegove vrednosti pa niso odvisne od
starosti in spola. Koncentracija KgA v krvi lahko tekom dneva niha za 20-25 %, najvisje
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vrednosti pa so izmerili pozno popoldan in zvecer. Porast KgA po telesni aktivnosti je

majhen, ponavadi je opazen pri ljudeh z esencialno hipertenzij (40).

KgA lahko tvori agregate v prisotnosti kalcija, zato se njegova vrednost razlikuje glede na
to, ali je izmerjena v serumu ali plazmi. V slednji so izmerili od 20-76 % visje vrednosti
(40).

Na koncentracijo KgA lahko vpliva tudi uzivanje hrane, saj le-ta stimulira G in ECL celice
zelodca in tako povzroca sproscanje gastrina in KgA. Ta ucinek so opazili predvsem pri
bolnikih, ki so se dolgoro¢no zdravili z inhibitorji protonske ¢rpalke ali antagonisti

histaminskih receptorjev H2 (40).
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2 NAMEN DELA

Kromogranin A je tumorski oznacevalec, ki se izloa iz sekretornih granul
nevroendokrinih celic. Njegovo koncentracijo v serumu merimo pri diagnosti¢ni obravnavi
bolnikov z NET. Pri tej diplomski nalogi bomo izracunali specifi¢nost in obcutljivost tega
tumorskega oznacevalca glede na zdrave preiskovance. Nato bomo primerjali dve skupini
bolnikov, in sicer bolnike z metastazami in tiste brez njih. Izracunali bomo tudi
obcutljivost in specifiénost za ugotavljanje prisotnosti metastaz. Na tak nacin bomo
ovrednotili njegovo klini¢no uporabnost pri postavljanju diagnoze in njegovo vrednost pri

napovedovanju poteka bolezni.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 ZBIRANJE PREISKOVANCEV

V diplomski nalogi smo obravnavali 29 bolnikov z diagnozo NET, ki so jim med
januarjem 2010 in oktobrom 2011 izmerili vrednost KgA v krvi v Laboratoriju za analitiko
hormonov in tumorskih markerjev Klini¢nega instituta za klini¢no kemijo in biokemijo v

Ljubljani. Kontrolna skupina pa je obsegala 22 zdravih preiskovancev.

3.2 ZBIRANJE VZORCEV

Vzorci Krvi so bili odvzeti v epruveto brez antikoagulanta, torej so bile meritve izvedene v
serumu. V primeru, da meritev opravimo v 24 urah od odvzema vzorca, le-tega shranimo
v hladilniku pri temperaturi 2-8° C. V nasprotnem primeru vzorec razdelimo v alikvote in

globoko zamrznemo (-20° C).

3.3 RADIOIMUNOLOSKA METODA

Koncentracijo KgA smo dolo¢ili z radioimunometri¢no metodo, ki se lahko uporablja za
dolo¢anje KgA tako v serumu kot v plazmi. Metoda temelji na vezavi dveh protiteles na
stericno oddaljena mesta na molekuli KgA. S prvim protitelesom je prevlecena trdna
stacionarna faza, drugo pa je oznaceno z jodom 125 in sluzi kot oznacevalec (slika 7).
KgA, ki je prisoten v standardu ali vzorcu, se veze s protitelesom na stacionarni fazi. Na
drugi del molekule KgA pa se veze oznaceno protitelo. Nevezan oznacevalec se odstrani z
izpiranjem. Merimo radioaktivnost oznacenih protiteles, ki so vezana na KgA v vzorcu.

Radiaktivnost je sorazmerna s koncentracijo KgA v vzorcu.
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Radioaktivno oznaceno
Anti - KgA protitelo

Anti - KgA protitelo

Stacionarna
faza

Slika 7: Princip metode RIA

3.3.1 Priprava reagentov

Reagenti v paketu CgA-RIACT:

PrevleCene epruvete:

Epruvete so na dnu prevleCene z anti-KgA monoklonskim protitelesom.
Shranjujemo jih pri temperaturi 2-8 °C. Neuporabljene epruvete, ki jih odstranimo
iz paketa shranjujemo v prilozeni plasti¢ni vrecki.

Anti KgA 1 I;

Viale vsebujejo **1 anti-KgA monoklonska protitelesa, pufer, goveji serum,
natrijev azid, rde¢o barvilo, neimunizirane misje immunogloboline, EDTA.
Shranjujemo jih pri temperaturi 2-8 °C.

Standardi: liofiliziran reagent

Viale  vsebujejo razlicne  koncentracije  (50-125-300-600-1200  ng/l)
rekombinantnega cloveskega KgA, cloveski serum, EDTA, konservans. Pred
uporabo vialo rekonstituiramo z 0.5 mL destilirane vode. Shranjujemo jih pri

temperaturi 2-8 °C. Na sobni temperaturi moramo ze rekonstituirano raztopino
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uporabiti v eni uri. Raztopino shranjujemo zamrznjeno v alikvotih pri temperaturi -
20 °C do 6 tednov.

o Kontrole: liofiliziran reagent
Viala vsebuje rekombinanten ¢loveski KgA (180 ng/mL), ¢loveski serum ter
konzervans. Vialo rekonstituiramo z 0.5 mL destilirane vode. Shranjujemo jih pri
temperaturi 2-8 °C. Na sobni temperaturi moramo ze rekonstituirano raztopino
uporabiti v eni uri. Raztopino shranjujemo zamrznjeno v alikvotih pri temperaturi -
20 °C do 6 tednov.

e Pufer:
Uporabljamo ga kot pufer za raztapljanje, topilo in slepi vzorec. Viale vsebujejo
pufer, goveji serum, natrijev azid in EDTA.

e Reagent za izpiranje: fizioloska raztopina

3.3.2 Priprava vzorca

Metodo izvedemo direktno na serumu. Kadar pri¢akujemo zelo visoke vrednosti KgA v
vzorcu, vzorec razred¢imo s pufrom. Vzorci, ki izkazujejo turbidnost, hemolizo,

hiperlipidemijo ali vsebujejo fibrin lahko dajo napacne rezultate.

3.3.3 Postopek

Vsaj trideset minut pred uporabo prenesemo vse reagente na sobno temperaturo
(18-25 °C). Pripravimo S$tiri skupine epruvet. S slepim vzorcem dolo¢imo nespecifi¢no
vezavo. S pomocjo standardov dolo¢imo umeritveno krivuljo. Kontrolna skupina nam sluzi
za kontrolo kakovosti in vzor¢na skupina za testiranje vzorcev. Pri standardih izvedemo

metodo trikrat, pri vzorcih pa dvakrat.

V vsako epruveto odpipetiramo 500 pL pufra. Dodamo 50 pL standarda, vzorca ali
kontrole. Vsebino epruvet rahlo premesamo z Vortex meSalnikom. Inkubiramo 18-20 ur

pri sobni temperaturi.
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Sledi izpiranje oblozenih epruvet. Previdno odpipetiramo tekocino iz epruvet. V vsako
epruveto dodamo 1ml tekoCine za izpiranje. Ponovno odpipetiramo tekocino iz epruvet. Pri
tem pazimo, da odpipetiramo vso tekocino, saj tako zagotovimo pravilne rezultate in

ustrezno ponovljivost.

V vsako epruveto dodamo 500 pL antiKgA monoklonskega protitelesa. Inkubiramo 2 uri
pri sobni temperaturi. Ponovno izperemo vsebino epruvet, kot je opisano zgoraj in
izmerimo radioaktivnost (cmp, angl. counts per minut). Koncentracijo kromogranina A
dolo¢imo s pomoc¢jo umeritvene krivulje, kjer je na x osi koncentracija KgA v standardih

in na y osi srednja cpm vrednost (slika 8).
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Slika 8: Primer umeritvene krivulje

3.4 STATISTICNE METODE

Za analizo pridobljenih podatkov smo uporabili GraphPad Prism5 program. Najprej smo
preverili normalnost porazdelitve KgA po posameznih skupinah s pomoc¢jo D Agostino-
Pearsonovega testa. V primeru, da so bile p vrednosti vecje od 0,05 smo potrdili normalno
porazdelitev spremenljivke, v nasprotnem primeru pa smo predpostavili, da se

spremenljivka ne porazdeljuje statisticno znacilno normalno.
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Za primerjavo skupin smo uporabili Studentov t-test. Se prej smo izvedli test homogenosti
varianc oz. F-test. Z F-testom preverimo, ¢e oba vzorca prihajata iz populacije z enako
standardno variacijo oz. varianco. V primeru enakih varianc izberemo t-test na osnovi
enakih varianc, v nasprotnem primeru pa t-test na osnovi neenakih varianc. V primeru, da
je bila dobljena p vrednost pri t-testu manjsa od 0,05 smo zavrnili ni¢elno hipotezo in

sprejeli alternativno, torej da med skupinama obstaja statisti¢no znacilna razlika.

Obcutljivost in specificnost KgA smo predstavili z krivuljo obcutljivosti in specifi¢nosti
oz. takoimenovano ROC krivuljo (angl. Receiver Operating Characteristic curve). Na x-
osi je prikazana specificnost, na y-osi pa obcutljivost. Diagnosti¢na obcutljivost je
verjetnost, da ima oseba bolezen, ¢e je test pozitiven. Diagnosti¢na specifi¢nost pa je
verjetnost, da bolezen ni prisotna pri ljudeh z negativnim rezultatom testa. Dolocili smo
tudi povrsino pod ROC krivuljo (AUC, angl. Area Under the ROC Curve), ki nam podaja

verjetnost, da bomo z nasim testom loc¢ili med skupinama preiskovancev.
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4 REZULTATI

4.1 PODATKI O PREISKOVANCIH

V raziskavo smo vkljuéili 51 preiskovancev. Med njimi je imelo 29 preiskovancev

potrjeno diagnozo NET, v kontrolni skupini pa je bilo 22 zdravih preiskovancev. Bolni

preiskovanci so imeli razli¢ne vrste NET. Tako jih je 14 med njimi imelo NET ileuma, 5

NET pankreasa, 4 NET neznanega izvora in po 1 NET Zelodca, slepica ter VIPom,

glukagonom in insulinom pankreasa in gastrinom. Zastopanost preiskovancev glede na

vrsto oz. lokacijo primarnega NET je prikazana v spodnjem grafu (slika 9).

14 ~

10 A

Slika 9: Zastopanost preiskovancev glede na vrsto oz. lokacijo NET

Med preiskovanci je bilo 26 Zensk in 25 moskih. Preiskovanci z NET so bili stari od 38 do

75 let, njihova povprecna starost pa je bila 59,9 + 10,9 let. Zdravi preiskovanci so bili stari

od 21 do 63 let, njihova povpre¢na starost pa je bila 42,0 + 13,2 let. Zastopanost

preiskovancev glede na spol je predstavljena na sliki 10.
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B Moski

B Zenske

Slika 10: Zastopanost preiskovancev glede na spol

V spodnjih preglednicah so predstavljene vrednosti KgA, ki so bile izmerjene pri
posameznih preiskovancih, njihova starost in spol in v primeru bolnikov tudi prisotnost

metastaz.

Preglednica 10: Vrednosti KgA pri bolnikih

Stevilka Spol Starost KgA Prisotnost
pacienta [leta] [ng/ml] metastaz
1 7 75 203,3 Da
2 M 45 160,6 Ne
3 M 50 34,1 Da
4 M 70 680,2 Da
5 M 54 102,7 Ne
6 M 60 52,5 Ne
7 Z 73 214,7 Da
8 7 51 138,1 Ne
9 M 60 85,5 Ne
10 7 61 48,2 Ne
11 Z 44 12,5 Ne
12 M 68 134,8 Ne
13 z 68 315 Da
14 M 74 79,5 Da
15 Z 58 44,1 Ne
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16 M 74 174,8 Da
17 Z 71 249,5 Ne
18 Z 73 70,2 Ne
19 M 38 397,2 Da
20 Z 73 1172,1 Da
21 M 50 94,6 Da
22 Z 66 655,1 Da
23 7 47 265,6 Da
24 Z 50 203,9 Da
25 M 60 74,5 Ne
26 M 56 44,4 Ne
27 Z 48 41,2 Ne
28 M 54 39,7 Da
29 7 66 124,7 Ne

Preglednica 11: Vrednosti KgA pri zdravih preiskovancih

Zaporedna Stevila Spol Starost Vrednost KgA
preiskovanca [leta] [ng/ml]
1 Z 63 52,1
2 Z 32 40,8
3 Z 47 42,5
4 Z 36 23,4
5 Z 27 27,1
6 Z 31 61,1
7 Z 52 82,5
8 Z 22 67,3
9 Z 55 21,1
10 Z 35 33,1
11 Z 61 20,8
12 M 57 40,8
13 M 40 95,8
14 M 21 32.1
15 M 34 25,7
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16 M 53 22,9
17 M 35 351
18 M 50 23,0
19 M 26 48.8
10 M 37 72.9
21 M 54 39.4
22 M 57 40,0

4.2 OBDELAVA PODATKOV

V prvem delu smo izracunali specifi¢nost in obcutljivost tega tumorskega markerja glede
na zdrave preiskovance. V drugem delu pa smo bolnike razdelili na skupino z metastazami
na tisto brez njih in naredili statisti¢no primerjavo vrednosti KgA. Najprej smo izvedli test
normalnosti, na osnovi katerega smo izbrali primeren test za ugotavljanje statisti¢no

signifikantnih razlik med skupinami.

4.3 DIAGNOSTICNA OBCUTLJIVOST IN SPECIFICNOST KgA
GLEDE NA ZDRAVE PREISKOVANCE

Najprej smo v obeh skupinah preverili prisotnost osamelcev oz. izstopajocih vrednosti, ki
bi lahko motili nadaljno statisti¢no obdelavo. Osamelo vrednost smo odkrili v skupini

bolnikov in je v statisti¢ni obdelavi nismo upostevali.

4.3.1 Dolocitev mejne vrednosti KgA na podlagi kontrolne skupine

Z uporabo podatkov iz kontrolne skupine preiskovancev smo doloc¢ili mejno vrednosti
KgA, ki smo jo uporabili pri izraGunu obcutljivosti in specificnosti. Najprej smo naredili
D’Agostino-Pearsonov test za preverjanje normalnosti porazdelitve podatkov v kontrolni
skupini. Rezultat testa (p>0.05) je pokazal, da je porazdelitev podatkov v kontrolni skupini

statistiéno znac¢ilno normalna.
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Izradun mejne vrednosti:

Mejna vrednost (ng/mL KgA) = m+t(0.975,n-1)x f%l x SD =87.8

Mo, srednja vrednost
| kriti¢na t vrednost pri enostranskem tveganju s prostostno stopnji n-1
SD..oviiiiinn. standardna deviacija

Preglednica 12: Podatki za izra¢un mejne vrednosti

m £ (0.975,9) n SD

43,10 2,08 22 21,04

Izra¢unana mejna vrednost je 87,8 ng/mL KgA. To je vrednost, na podlagi katere se

odlo¢imo, ali je test negativen ali pozitiven.

4.3.2 Primerjava skupin preiskovancev in izra¢un diagnosti¢ne
specificnosti in obcutljivosti pri mejni vrednosti

Najprej smo primerjali razli¢ne statisticne parametre med obema skupinama (preglednica
13).

Preglednica 13: Vrednosti statistinih parametrov skupine rakavih bolnikov in kontrolne

skupine

Bolniki Zdravi
Aritmeti¢na sredina 98,65 4310
Mediana 159,20 39,70
Standardna deviacija 168,80 21,04
Maksimum 680,20 95,80
Minimum 12,50 20.80
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Stevilo vzorcev

28

22

Zanimalo nas je, ali je razlika med skupinama tudi statisticno znacilna. lzvedli

D’Agostino-Pearsonov test, da bi ugotovili, ali se vrednosti v skupini bolnikov

porazdeljujejo statisticno znacilno normalno. Ugotovili smo, da je porazdelitev normalna

po logaritemski transformaciji (p=0,9738). Porazdelitev podatkov v obeh skupinah

prikazuje spodnji diagram. Nato smo uporabili F-test za ugotavljanje homogenosti varianc,

katerega rezultat (p=0,0011) je pokazal, da sta varianci signifikantno razli¢ni. Na podlagi

tega testa smo izbrali t-test z upoStevanjem neenakih varianc za ugotavljanje statisticno

signifikantnih razlik med skupinama. Le-ta je pokazal (p<0.001), da med kontrolno

skupino in skupino z NET obstaja statisti¢no signifikantna razlika.
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Slika 11: Porazdelitev podatkov v obeh skupinah

S pomocjo spodnjih enacb smo izraCunali diagnosti¢no specifi¢nost in obcutljivost KgA

glede na mejno vrednost izraGunano na podlagi kontrolne skupine. Rezultate smo razdelili

na resni¢no pozitivne, lazno pozitivne, resnicno negativne in lazno negativne upostevajoc

mejno vrednost (preglednica 14).
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Preglednica 14: Stevilo preiskovancev z pravim pozitivnim (PP), lazno pozitivnim (LP),

pravim negativnim (PN) in lazno negativnim (LN) rezultatom testa

Rezultat testa

Pozitivni Negativni
Bolniki z NET PP=15 LN=13
Zdravi LP=1 PN=21

Izracun diagnosti¢ne specifi¢nosti in obcutljivosti:

PPx100

. o v v [ X3 0, = — 0
Diagnosti¢na obcutljivost [% ] SPIIN 53,5%
PNx100
. . ey o= _QF £o
Diagnosti¢na specifi¢nost [%] NILP 95,5%

Pri mejni vrednosti 87,8 ng/mL KgA znasa diagnosti¢na obcutljivost 53,5 %, diagnosti¢na

specifi¢nost pa 95,5 %. Obcutljivost bi lahko povecali tako, da bi znizali mejno vrednost, a

bi s tem povecali Stevilo lazno pozitivnih rezultatov in s tem zmanjSali specificnost. S

pomoc¢jo ROC krivulje (slika 12) smo izracunali specifi¢nost in obcutljivost pri razli¢nih

mejnih vrednostih (preglednica 15).

Preglednica 15: Obcutljivost in specificnost pri razli¢nih mejnih vrednostih

Mejna vrednost Obcutljivost Specifi¢nost
16,65 96,43 0,00
22,00 96,43 9,091
23,20 96,43 18,18
26,40 96,43 27,27
31,80 92,86 31,82
33,60 92,86 40,91
37,25 89,29 45,45
39,85 85,71 50,00
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41,00 85,71 63,64
43,30 82,14 68,18
46,30 75,00 68,18
50,45 71,43 72,73
56,80 67,86 71,27
68,75 67,86 86,36
73,70 64,29 90,91
81,00 57,14 90,91
90,05 53,57 95,45
99,25 50,00 100,00
129,80 42,86 100,00
149,40 39,29 100,00
189,10 35,71 100,00
209,30 28,57 100,00
257,60 21,43 100,00
526,20 7,143 100,00
667,70 3,571 100,00

Izrac¢unali smo tudi povrSino pod ROC krivuljo, ki predstavlja zmoZznost, da bo dolo¢anje
koncentracije KgA v krvi lo¢ilo med zdravimi in bolniki z NET. Le-ta v naSem primeru
znasa 0,8312. Ostali parametri ROC analize so predstavjeni v spodnji preglednici. Dolo¢ili
smo tudi mejno vrednost, ki predstavlja najboljsi kompromis med specificnostjo in
obcutljivostjo. To je 72,9 ng/mL KgA. Obcutljivost v tem primeru je 64,3 %, specificnost
pa 90,9 %.

Preglednica 16: Analiza ROC za KgA

AUC P 959% interval zaupanja

0,8312 <0,0001 0,7188-0,9435

39




100f
80|

60:

a0f

0-'|||||
0 20 40 60 80 100

100-Specificnost

Slika 12: Krivulja ROC za KgA (zdravi/bolniki z NET)
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4.4 PRIMERJAVA VREDNOSTI KgA MED BOLNIKI Z IN BREZ
METASTAZ

4.4.1 Primerjava srednjih vrednosti in standardnih odklonov

Kvartilni diagram (slika 13) prikazuje primerjavo porazdeljenosti podatkov v obeh

skupinah.
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Slika 13: Kvartilni diagram

Povpre¢na vrednost KgA v skupini bolnikov z metastazami je 236,5 ng/mL medtem ko v
skupini bolnikov brez metastaz le-ta znasa 92,23 ng/mL. Primerjava ostalih statisticnih

parametrov je prikazana v spodnji preglednici.
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Preglednica 17: Vrednosti statisticnih parametrov obeh skupin bolnikov

Bolniki z metastazami Bolniki brez metastaz

[ng/mL] [ng/mL]
Aritmeti¢na sredina 236,5 92,23
Mediana 203,3 74,5
Maksimum 680,2 249,5
Minimum 31,5 12,5
Standardna deviacija 218,3 61,19
Stevilo vzorcev 13 15

4.4.2 Test normalnosti porazdelitve

Za testiranje normalnosti porazdelitve v obeh skupinah bolnikov smo uporabili
D’Agostino-Pearsonov test. Spremenljivka se porazdeljuje normalno, ¢e je vrednost p
vecja od 0,05. 1z preglednice 18 lahko razberemo, da je porazdelitev KgA v obeh skupinah

statistiéno znac¢ilno normalna.

Preglednica 18: Rezultati testa normalnosti porazdelitve

Bolniki z metastazami Bolniki brez metastaz

P 0,0970 0.2436"

*Po logaritemski transformaciji

4.4.3 Ugotavljanje statisticno signifikantnih razlik med skupinama
bolnikov

Za ugotavljanje statisti¢no signifikantnih razlik med obema skupinama bolnikov smo
izvedli t-test z uposStevanjem enakih varianc. Za uporabo tega testa smo se odlocili na
podlagi F- testa, katerega rezultat (p=2,112) je potrdil hipotezo o enakosti varianc. Rezultat
t-testa (p=0.0423) je dokazal, da obstaja statisticno signifikantna razlika med obema
skupinama bolnikov. Iz rezultatov lahko sklepamo, da imajo bolniki z metastazami visje

vrednosti KgA v krvi kot bolniki brez njih.

42




4.4.4 ROC krivulja

Za dolocCitev mejne vrednosti s pomocjo katere bi lahko razlikovali med bolniki z
metastazami in tistimi brez njih, smo uporabili ROC krivuljo (slika 14). Izbrali smo mejno
vrednost 160,6 ng/mL, ki predstavlja najbolj$i kompromis med specifi¢nostjo (93,3 %) in
obcutljivostjo (61,5 %). Povrsino pod ROC krivuljo znasa 0,697.
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Slika 14: ROC krivulja za KgA (bolniki z/brez metastaz)
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5 RAZPRAVA

Z namenom, da bi ocenili klinicno uporabnost KgA pri bolnikih z NET, smo izmerili

njegovo serumsko koncentracijo 22 zdravim preiskovancem in 28 bolnikom z NET.

V prvem delu smo izracunali diagnosti¢no specificnost in obcutljivost KgA glede na
zdrave preiskovance. Najprej smo na podlagi rezultatov kontrolne skupine izracunali
mejno vrednost, ki smo jo postavili pri 87,8 ng/mL. Na podlagi tega smo opredelili lazno
pozitivne in lazno negativne rezultate. Specificnost v tem primeru je bila 955 %,
obcutljivost pa 53,5 %. Kar pomeni, da vrednosti KgA nad mejno vrednostjo skoraj
zagotovo pomenijo prisotnost NET, medtem ko nizja vrednost KgA le-tega ne izkljucuje.
Zato je pri nizjih vrednostih pomembna uporaba drugih diagnosti¢nih metod. VVrednost nad
87,7ng/mL KgA smo odkrili le pri enem od zdravih preiskovancev. Ne moremo pa
izkljuéiti moznosti, da so bili pri njem prisotni drugi dejavniki, ki vplivajo na koncentracijo
KgA v krvi. Diagnosti¢no vrednost smo ocenili tudi s pomo¢jo ROC krivulje. Dolo¢ili Smo
mejno vrednost, pri kateri bi dosegli najbolj$i kompromis med specificnostjo in
obcutljivostjo. To je 72,9 ng/mL KgA. Obcutljivost v tem primeru je 64,3 %, specifi¢nost
pa 90,9 %. Izracunali smo tudi povrSino pod ROC krivuljo. Le-ta je znasala 0,8312, kar
kaze na dobro zmogljivost naSega testa, da lo¢i med bolniki z NET in zdravimi
preiskovanci. Podobne $tudije so pokazale nekoliko vecjo obcutljivost (77,8-84,0 %) kot v
nasem primeru a nizjo specificnost (71,3-85,3 %) (24). Nizjo obcutljivost bi lahko pripisali
tudi dejstvu, da so naSi vzorci naklju¢ni. Kar pomeni, da so bili nekateri od naSih
preiskovancev Ze izpostavljeni terapiji, kar pa lahko vpliva na koncentracijo KgA v krvi.

Rezultati bi bili natan¢ne;jsi, e bi vzorce zbrali ob postavitvi diagnoze.

V drugem delu smo bolnike razdelili na dve skupini, in sicer na skupino z metastazami (13
bolnikov) in skupino brez njih (15 bolnikov). Ugotovili smo, da so vrednosti KgA v
skupini bolnikov z metastazami statisticno znacilno visje kot pri bolnikih brez njih
(p = 0,0423). Z uporabo ROC krivulje smo dolocili tudi mejno vrednost na podlagi katere
bi lahko locili bolnike z oz. brez metastaz. Mejna vrednost, ki predstavlja najboljsi
kompromis med diagnosti¢no specifi¢nostjo in obcutljivostjo je 160,6 ng/mL KgA.

Specifi¢nost pri tej vrednosti znaSa 93,3 %, kar pomeni, da ima 93,3 % bolnikov brez
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metastaz koncentracijo KgA nizjo od 160,6 ng/mL. Obcutljivost pa je 61,5 % , kar pomeni,
da ima 61,5 % bolnikov z metastazami koncentracijo KgA v krvi vi§jo od mejne vrednosti.
Izracunali smo tudi povrSino pod ROC krivuljo, ki znasa 0,697, kar nakazuje le zmerno

zmogljivost nasega testa, da razlikuje med obema skupinama bolnikov.

Raziskavo bi bilo smiselno razsiriti na vecje stevilo preiskovancev s podrobnim pregledom
anamneze preiskovancev za izkljuéitev drugih dejavnikov, ki lahko vplivajo na
koncentracijo KgA v krvi. Njegovo poviSano koncentracijo v krvi lahko poleg NET
povzroc¢ijo predvsem atropic¢ni gastritis, oslabljena ledvi¢na funcija in jemanje protonskih
inhibitorjev. Medtem ko lahko terapija NET zniza koncentracijo KgA. Glede na to, da je
skupina NET zelo raznolika in obsega veliko razli¢nih vrst tumorjev bi raziskavo lahko
nadgradili tudi tako, da bi izracunali specifi¢nost in ob¢utljivost glede na posamezno vrsto
NET. Pri metastazah bi lahko upoStevali lokacijo metastaz in ugotavljali, ¢e je

koncentracija KgA povezana s tem, kje se matastaze nahajajo.
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6 SKLEP

Namen nase raziskave je bil oceniti klini¢no uporabnost KgA kot tumorskega oznacevalca

pri bolnikih NET. Prisli smo do naslednjih zakljuc¢kov:

Koncentracija KgA je statisticno znacilno visja pri bolnikih z NET

Izracunali smo 95,5 % specifi¢nost, kar pomeni, da koncentracija vrednost KgA
nad mejno vrednostjo skoraj zagotovo pomeni prisotnost NET.

Izracunali smo 53,5 % obcutljivost, kar nam pove, da so pri nizjih koncentracijah
KgA od mejnih vrednostih pomembne druge diagnosti¢éne metode, ki lahko z ve¢jo
verjetnostjo izkljucijo prisotnost NET.

Koncentracija KgA je statisti¢cno znacilno visja pri bolnikih z metastazami kot pri
tistih brez njih.

Izracunali smo 93 % specificnost KgA za razlikovanje med pacienti z metastazami
in tistimi brez njih. Torej lahko pri koncentracijah nad mejno vrednostjo z veliko
verjetnostjo trdimo, da so pri bolniku prisotne metastaze.

Obcutljivost pri napovedovanju metastaz pa je 61,5 % kar pomeni, da pri
koncentracijah pod mejno vrednostjo metastaz Se ne moremo izkljuciti.

Raziskavo bi bilo smiselno razsiriti na vecje Stevilo bolnikov, s podrobnim
pregledom anamneze vseh preiskovancev za izkjucitev vseh ostalih dejavnikov, ki

lahko vplivajo na koncentracijo KgA.
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