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1. UVOD 

 

Karcinom pluća predstavlja najčešći oblik karcinoma u muškaraca i treći po 

učestalosti karcinom kod žena (Travis i sur., 2011.). U Hrvatskoj se godišnje 

dijagnosticira oko 3000 novih bolesnika s karcinomom pluća (Hrvatski zavod za javno 

zdravstvo, 2019.). Karcinom pluća se klasificira u skupinu karcinoma nemalih stanica 

(85%) i skupinu karcinoma malih stanica (15%). Unutar skupine karcinoma nemalih 

stanica, na temelju morfoloških i prema potrebi imunocitokemijskih obilježja stanica 

razlikuju se adenokarcinomi, karcinomi pločastih stanica, neuroendokrini karcinomi 

nemalih stanica, karcinomi nemalih stanica s vretenastim ili orijaškim stanicama, te 

miješani karcinomi nemalih stanica. U slučaju nespecifičnog morfološkog i 

imunocitokemijskog nalaza, karcinom pluća nemalih stanica se kategorizira kao 

nespecificiran, odnosno karcinom pluća nemalih stanica bez podtipa. Drugi podtipovi 

karcinoma pluća nemalih stanica kao što su adenoskvamozni karcinom i sarkomatoidni 

karcinom su značajno rijeđi (WHO Classification of Tumours Editorial Board, 2021.). 

Kod svih vrsta karcinoma, uključujući karcinom pluća nemalih stanica, dolazi do 

nakupljanja specifičnih mutacija koje utječu na rast i širenje karcinoma. Takve mutacije 

nazivaju se pokretačke (od engl. driver) mutacije, a kod karcinoma pluća nemalih stanica 

to su, između ostalih, aktivirajuće točkaste mutacije ili delecije gena EGFR (EGFR, od 

eng. epidermal growth factor receptor) koje uzrokuju kontinuiranu aktivaciju receptora 

faktora rasta EGF (Murugesan i sur., 2021; Yoneda i sur., 2019.; Mohar i sur., 2016.). 

One su prisutne kod 12%-15% dijagnosticiranih bolesnika s karcinomom pluća nemalih 

stanica (Harrison i sur. 2020.; Brčić i sur., 2016.; Mohar i sur., 2016.). Najčešće mutacije 

su delecije eksona 19 (del19) i točkasta mutacija kodona 858 u eksonu 21 (L858R) koje 

čine 90% svih mutacija tog gena (Harrison i sur. 2020.; Mohar i sur., 2016.). 

U obranu organizma od tumora uključeno je mnoštvo različitih gena i signalnih 

putova (Medzhitov i Janeway, 2000.). Narušavanje putova stanične signalizacije dovodi 

do proliferacije, inhibicije apoptoze, migracije tumorskih stanica i angiogeneze.  

Prisutnost tumora potiče odgovor imunosnog sustava u obliku upale. Upala pokreće 

transkripcijsku aktivaciju brojnih gena poput upalnih citokina i kemokina koji djeluju 

citotoksično na tumor (Li i sur., 2020.; Ahmed i sur., 2015.). Tumorske stanice također 

stvaraju i luče citokine i kemokine koji sudjeluju u regulaciji imunosnog odgovora 
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bolesnika na tumor. U slučaju oslabljene obrane imunosnog sustava, citokini i kemokini 

umjesto da potaknu aktivaciju specifičnih gena na uništavanje tumorskih stanica mogu 

djelovati kao promotori proliferacije tumorskih stanica te poticati njihovu migraciju i 

angiogenezu (Hughes i Nibbs, 2018.; Zhang i Veeramachaneni, 2022.). U početnim 

fazama razvoja raznih tumora suprimirani su limfociti koji infiltriraju tumor (TIL, od eng. 

tumor infiltrating lymphocytes), a s razvojem bolesti i oni limfociti T koji su prisutni u 

perifernoj krvi bolesnika (O'Brien i sur., 2019.). Slična imunosupresijska pojava utvrđena 

je i kod prirodnoubilačkih stanica (NK, od eng. natural killer cells) (Wolf i sur., 2023.; 

Kidane i sur., 2014.; Raval i sur., 2014.; Nguyen i sur., 2014.).  

Promjene imunosnog sustava mogu biti potaknute i virusima koji često zaražavaju 

pacijente s oslabljenim imunosnim odgovorom kao dijelom tumorske bolesti (Chen i sur., 

2014.; Kim i sur., 2018.). Većina virusnih infekcija ne utječe direktno na nastanak tumora, 

ali mogu značajno promjeniti mikrookoliš tumorskih stanica i učiniti ga pogodnijim za 

rast tumora i širenje metastaza (Maussang i sur., 2006.). Kod imunokompromitiranih 

bolesnika poput onih koji imaju dijagnozu malignih tumora često je prisutna infekcija 

citomegalovirusom (HCMV, od eng. human cytomegalovirus) (Gupta i sur., 2016.). Virus 

HCMV može ući u stanicu domaćina i u njoj boraviti dugi niz godina zahvaljujući 

sposobnosti demaskiranja, procesa kojim izbjegava prepoznavanje od strane stanica NK. 

Virus ne pokazuje patogena svojstva sve do narušavanja regulacije imunosnog odgovora 

koja može biti posljedica ugrađivanja virusne DNA u genom stanice bolesnika. Može 

utjecati na epigenetičke mehanizme (metilaciju DNA, histonske modifikacije (metilaciju, 

acetilaciju) i stvaranje malih nekodirajućih molekula RNA) što posljedično uzrokuje i 

promjene u ekspresiji gena, replikaciji DNA i utječe na stabilnost genoma domaćina 

(Söderberg-Nauclér, 2006.; Michaelis i sur., 2009.). Jedan od načina ulaska HCMV-a u 

stanicu domaćina je putem receptora EGF-a. Receptor EGF je homeostatski regulator 

uključen u staničnu proliferaciju, diferencijaciju i preživljavanje, što ga čini idealnom 

metom za virusnu manipulaciju tijekom infekcije (Buehler i sur., 2016.; Fairley i sur., 

2002.; Jafferji i sur., 2009.). Virus HCMV je nađen u tumorskim stanicama karcinoma 

debelog crijeva, karcinoma dojke, mukoepidermoidnog karcinoma, adenokarcinoma 

prostate, kožnog pločastog karcinoma i karcinoma želuca, te u malom broju karcinoma 

pluća (Maussang i sur., 2006; Taher i sur., 2013.; Giuliani i sur. 2007.; Gupta i sur., 2016.; 

Michaelis i sur., 2009.; Jin i sur.; 2014.). Prisutnost HCMV-a u tumorskoj stanici 
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povezana je s manjom osjetljivosti tumorske stanice na konvencionalne terapije (Fairley 

i sur., 2002.; Soroceanu i Cobbs, 2011.).  

Na temelju dosadašnjih istraživanja vidljiva je povezanost razvoja epitelnih tumora s 

virusnim infekcijama i promjenama u regulaciji imunosnog odgovora domaćina, no ona 

kod adenokarcinoma pluća nije u potpunosti istražena. 

 

 

 1.1. Hipoteza i ciljevi doktorskog rada  

 

Hipoteza ovog istraživanja je da adenokarcinomi pluća koji imaju mutacije u genu 

EGFR imaju promijenjen dio transkriptoma koji utječe na regulaciju imunosnog 

odgovora domaćina na tumor što predstavlja drugačiji mehanizam razvoja i opstanka 

tumora od adenokarcinoma pluća koji nemaju mutacije gena EGFR.  

 

Specifični ciljevi su: 

 

1. Analizirati razlike u ekspresiji gena uključenih u regulaciju imunosnog odgovora 

kod adenokarcinoma pluća sa i bez mutacija gena EGFR, 

2. Analizirati razlike u imunosnom odgovoru te dvije grupe pacijenata, 

3. Analizirati prisutnost infekcije tumorskih stanica HCMV-om, 

4. Analizirati imunosni odgovor na antigene HCMV-a, 

5. Utvrditi potencijalnu povezanost virusne infekcije i promjena u transkriptomu 

tumorske stanice povezanih s mutacijom EGFR-a, 

6. Utvrditi razlike u genetskim mehanizmima patogeneze adenokarcinoma pluća sa 

i bez mutacije gena EGFR. 
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2. PREGLED LITERATURE 

 

2.1. Karcinom pluća 

 

Karcinom pluća uzrokuje 1,69 milijuna smrti godišnje u svijetu što ga čini najčešćim 

uzrokom smrti među malignim bolestima (Hrvatski zavod za javno zdravstvo, 2019.). 

Unatoč liječenju, gotovo isti broj dijagnosticiranih bolesnika umire svake godine od ove 

smrtonosne bolesti. Prema bazi podataka GLOBOCAN o incidenciji, prevalenciji i 

mortalitetu od karcinoma u svijetu, petogodišnje ukupno preživljenje za uznapredovali 

karcinom pluća u Sjedinjenim Američkim Državama iznosi 18%, u Europi 8,9%, dok je 

u Republici Hrvatskoj značajno lošije te iznosi 6% (Sung i sur., 2021.; Hrvatski zavod za 

javno zdravstvo, 2019.). Najveći, vanjski faktor rizika za razvoj karcinoma pluća je 

pušenje (Malhotra i sur., 2016.; Molina i sur. 2008.). Gotovo 85% bolesnika s 

karcinomom pluća su pušači i bivši pušači (Travis i sur., 2011.). U dimu cigarete je 

identificirano 80 različitih kancerogena koji mogu potaknuti promjene u DNA te dovesti 

do mutacija odgovornih za početak i progresiju karcinoma pluća. Pasivno pušenje, 

izloženost azbestu, radioaktivnim česticama i onečišćenom zraku, te neki virusi, također 

povećavaju opasnost od razvoja karcinoma pluća (Malhotra i sur., 2016.; Molina i sur., 

2008.). Međutim, oko 15% karcinoma pluća razvije se kod nepušača (Travis i sur., 2011.; 

Dubin i Griffin, 2020.). Ukoliko se otkrije u ranoj fazi, karcinom pluća je potencijalno 

izlječiva bolest s petogodišnjim preživljenjem od 66%-82% (Sung i sur., 2021.). 

Incidencija i mortalitet od karcinoma pluća kod muškaraca stagniraju ili su u blagom 

padu, dok su kod žena u porastu, što se također dovodi u vezu s porastom prevalencije 

pušenja kod žena (Sung i sur., 2021.; Janković i sur., 2012.; Hrvatski zavod za javno 

zdravstvo, 2019.).  

 

2.1.1. Adenokarcinom pluća 

 

Adenokarcinom pluća najučestaliji je tip karcinoma pluća (40%), a nastaje kao 

posljedica patoloških promjena na nivou žljezdanih stanica pri čemu stanice karcinoma 

nekontrolirano rastu i šire se u udaljena tkiva i organe (Alberg i sur., 2016; Inamura, 
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2017.; Travis i sur., 2011.). Većinom zahvaća periferne dijelove pluća. Morfološke 

karakteristike dobro diferenciranih stanica adenokarcinoma pluća su obilna citoplazma te 

ekscentrično položena, okrugla ili ovalna jezgra. Kromatin jezgre je fino granuliran i 

jednoličan. Moguća je prisutnost trodimenzionalnih nakupina vakuoliziranih stanica 

(Slika 1). U slučaju prisutnosti niskodiferenciranih stanica, adenokarcinom pluća se 

razlikuje od ostalih karcinoma pluća ekspresijom proteina TTF-1 (TTF-1, od eng. thyroid 

transcription factor-1), CK7 (CK7, od eng. cytokeratin 7) i napsin A (WHO Classification 

of Tumours Editorial Board, 2021.). 

 

 

 

 

Slika 1. Morfološke karakteristike adenokarcinoma pluća: a) Uniformne stanice u 

žljezdanim ili papilarnim skupinama. Jezgre su velike i ovalne, ekscentrično položene, 

fine strukture kromatina, istaknutih nukleola. Citoplazma je umjerena do obilna, 

bazofilna i pjenasta ili s velikim vakuolama i stvaranjem mucina (MGG, povećanje 

1000x); b) Jezgre eksprimiraju TTF-1 (ICK, povećanje 400x); c) Citoplazme 

eksprimiraju CK7 i d) napsin A (ICK, povećanje 400x). Kratice: MGG, bojenje May- 

Grünwald Giemsa; ICK, imunocitokemijsko bojenje.  

 

 

2.1.2. Mutacije kod adenokarcinoma pluća 

 

U patogenezu adnokarcinoma pluća često su uključeni signalni putovi rasta koji 

djeluju preko receptora EGF (Gaur i sur., 2018.). Receptor EGF je član porodice receptora 

proteinske tirozinske kinaze kojoj pripadaju i ErbB2/HER2, ErbB3/HER3 i 

ErbB4/HER4. Receptor EGF je prvi put identificiran kao protein veličine 170 kDa na 
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membrani  epitelnih stanica A431. Aktivnost EGFR-a u zdravim stanicama je strogo 

kontrolirana, međutim u malignim stanicama geni koji kodiraju receptor, pomoću 

različitih pokretačkih mutacija izbjegavaju kontrolne mehanizme te utječu na rast i širenje 

tumora u udaljena mjesta u organizmu. Kod adenokarcinoma to su aktivirajuće točkaste 

mutacije ili delecije gena EGFR (Hutchings i sur., 2018.; Gaur i sur., 2018.). Mutacije 

povećavaju kinaznu aktivnost EGFR-a što dovodi do aktivacije unutarstanične signalne 

kaskade kao što je RAS/RAF/MAPK, PI3K/AKT/mTOR, i signalnog puta STAT (de 

Luca i sur., 2012.). Aktivacija tih putova dovodi do proliferacije, produženog 

preživljavanja stanica, adhezije, migracije i angiogeneze (Slika 2).  

 

 

 

 

Slika 2. Pojednostavljeni prikaz signalnih putova preko receptora EGF. Signalne putove 

RAS/RAF/MEK/ERK i RAS/PI3K/mTOR aktiviraju vanjski faktori kao što su faktori 

rasta i mitogeni. Nakon što se uključe, regrutiraju i aktiviraju proteine potrebne za 

aktivaciju faktora rasta i drugih signala receptora, kao što su RAF i PI3K. Preuzeto i 

prilagođeno prema de Luca i sur., 2012. 
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Najčešće mutacije kod adenokarcinoma pluća su delecije eksona 19 (del19) i točkaste 

mutacije u eksonu 21 kodona 858. Kod del19 prisutan je gubitak aminokiselinske 

sekvence leucin-arginin-glutamin-alanin na poziciji 747-750, a kod mutacije u eksonu 21 

dolazi do supstitucije arginina sa leucinom (L858R) (Harrison i sur., 2020.). Ove mutacije 

čine 90% svih mutacija gena EGFR (Slika 3). Rijetke mutacije poput točkaste mutacije u 

eksonu 18 kodona 719 kod koje je glicin zamjenjen serinom, alaninom ili cisteinom 

(G719X) te insercija i točkasta mutacija u eksonu 20, čine preostalih 10% mutacija gena 

EGFR (Syahruddin i sur., 2018.). Mutacije gena EGFR su češće kod ženskog spola i 

nepušača. Prisutne su kod 10% do 15% bijelaca i 40% Azijaca s adenokarcinomom pluća 

(Harrison i sur., 2020.). Rijetko se nađu u karcinomu pločastih stanica, karcinomu malih 

stanica ili drugim malignim epitelnim stanicama (Zhang i sur., 2010.; Freudlsperger i sur., 

2011.). Udio mutacija gena EGFR kod novo dijagnosticiranih slučajeva karcinoma pluća 

nemalih stanica za Republiku Hrvatsku iznosi 15,7% (Brčić i sur., 2016.; Mohar i sur., 

2016.). Bolesnici koji imaju mutacije gena EGFR koje mijenjanju tirozinsko kinaznu 

domenu proteina, kandidati su za terapiju inhibitorima tirozinske kinaze (Jouida i sur., 

2021). S druge strane, prisutnost mutacije T790M u eksonu 20 uzrok je lošeg odgovora 

adenokarcinoma pluća na terapiju (Brčić i sur., 2016.).  

 

 

 

 

Slika 3. Udio mutacija EGFR-a kod adenokarcinoma pluća. Preuzeto i prilagođeno prema 

Harrison i sur., 2020.  
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Prisutnost genskih promjena drugih glavnih pokretačkih gena za karcinom pluća, kao 

što su KRAS (od eng. Kirsten rat), ALK (od eng. anaplastic lymphoma kinase), ROS1 (od 

eng. c-ros oncogene 1), BRAF (od eng. v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog 

B), RET (od eng. rearranged during transfection proto‐oncogene) i ERBB2 (od eng.  erb-

b2 receptor tyrosine kinase 2), nije utvrđena kod slučajeva koji imaju mutaciju u genu 

EGFR (Šutić i sur., 2021.).  

Protein KRAS je mala GTPaza koja se aktivira izmjenom GDP za GTP. U aktivnom 

obliku provodi signale putovima RAS/RAF/MEK/ERK i PI3K/AKT (Slika 4). Mutacije 

KRAS u kodonu 12 povezane su s lošijim preživljenjem bolesnika s adenokarcinomom 

pluća. Pojavljuju se kod približno 20% adenokarcinoma pluća i snažno su povezane s 

pušenjem (Mohrherr i sur., 2019.; Lindeman i sur., 2018.; Šutić i sur., 2021.; Brčić i sur., 

2016.).  

Mali postotak adenokarcinoma pluća ima kromosomske aberacije kao što su one koje 

uključuju gen ALK. Gen ALK kodira receptorsku tirozinsku kinazu. U tumorima dolazi 

do inverzije na kratkom kraku drugog kromosoma (2p21 i 2p23) što rezultira fuzijskim 

onkogenom EML4-ALK. Aktivacija ALK dovodi do aktivacije brojnih signalnih putova 

poput RAS/ERK, JAK/STAT i PI3K/AKT (Slika 4). Učestalost translokacije gena ALK u 

bolesnika s adenokarcinomom pluća iznosi 4% do 7% (Šutić i sur., 2021.; Brčić i sur., 

2016.; IASLC, 2016.).  

Gen ROS1 kodira receptorsku tirozinsku kinazu ROS, a nalazi se na regiji kromosoma 

6q22.1. Kromosomske promjene koje uključuju gen ROS1 identificirane su u 1% do 2% 

bolesnika s adenokarcinomom pluća (Šutić i sur., 2021.; Lin i Shaw, 2017.; Bubendorf i 

sur., 2016.; Fois i sur., 2021.). Vezanjem za EGFR ili TRKA, ROS1 aktivira kombinaciju 

različitih signalnih komponenti poput fosfolipaze C (PLCγ, od eng. phosphoinositide 

phospholipase C) i putova PI3K/AKT, STAT3, VAV3 i MAPK/ERK (Slika 4).  

Mutacije gena BRAF koje nastaju kao rezultat zamjene glutamina valinom u kodonu 

600 (p.V600E) također se mogu naći kod adenokarcinoma pluća i oslabljuju odgovor na 

terapiju (Lindeman i sur., 2018.; Šutić i sur., 2021.; Yan i sur., 2022.; Wei i sur., 2022.). 

Djeluju preko signalnog puta RAS/RAF/MEK/ERK (Slika 4).  

Prisutnost rearanžmana gena RET rezultira deregulacijom i promijenjenom 

signalizacijom putem kinaze RET. Najčešći partneri fuzije proteina RET su KIF5B, 
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NCOA4 i CCDC6, a nalaze se u 1% do 2% adenokarcinoma pluća (Lindeman i sur., 

2018.; Šutić i sur., 2021.; Fois i sur., 2021.).  

Gen ERBB2, često se naziva i HER2 (od eng. human epidermal growth factor receptor 

2), aktivira signalne putove MAPK, PI3K/AKT, PLCγ, PLC i STAT (Slika 4). 

Aktivacijom signalnih putova, ove mutacije uzrokuju proliferaciju tumorskih stanica, 

inhibiciju apoptoze, migraciju u udaljena tkiva i organe te angiogenezu. 

U približno 45% adenokarcinoma pojavljuju se inaktivirajuće mutacije gena za 

tumorski supresor  TP53 i obično su povezane s transverzijama G>T i C>A. Put prijenosa 

staničnih signala posredovan s p53, uključen je u regulaciju 160 gena (Sun i sur., 2020.). 

Tumorski supresor p53 sprečava replikaciju oštećene DNA i osigurava vrijeme potrebno 

za njen popravak. Kod neuspješnog popravka, p53 zaustavlja stanični ciklus, potiče 

popravak oštećene DNA ili, ako je oštećenje veliko, potiče apoptozu (Liu i sur., 2019.). 

Mutacije u genu TP53 rezultiraju gubitkom kontrole stanične proliferacije, što može biti 

dio karcinogeneze. U signalnom putu p53, onkoprotein MDM2 (MDM2, od eng. mouse 

double minute 2) veže se na p53 kako bi formirao kompleks oligodimera za regulaciju 

aktivnosti p53. Vezanje MDM2 inhibira transaktivaciju posredovanu s p53, potiče 

inhibiciju stanične proliferacije i indukciju apoptoze (Miliani de Marval i Zhang, 2011.). 

Ostali faktori uključeni u patogenezu adenokarcinoma pluća uključuju aktivaciju 

telomeraze i izbjegavanje imunosnog odgovora domaćina. 
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Slika 4. Pojednostavljeni prikaz signalnih putova koji uključuju gene KRAS, BRAF, 

HER2, ALK i ROS1 kod karcinoma pluća. Preuzeto i prilagođeno prema Fois i sur., 2021. 

 

 

2.1.3. Uloga  citomegalovirusa u patogenezi karcinoma pluća 

 

Citomegalovirus ili ljudski herpesvirus 5 (HHV5, od eng. human herpesvirus 5), je 

DNA-virus iz porodice herpes virusa. Virus je ovalne građe, ima 16 identičnih strana te 

podsjeća na oblik ikosaedra. Promjer HCMV-a se kreće od 150 do 200 nm. Genom 

HCMV-a je linearan i nesegmentiran, a predstavlja jedan od najduljih genoma među 

ljudskim virusima. Genom dvolančane DNA divljeg tipa HCMV-a ima veličinu od oko 

235 kb i kodira oko 208 proteina (Söderberg-Nauclér, 2006.). Ima karakterističnu 

arhitekturu genoma klase E-herpesvirusa, koja se sastoji od duge regije UL i kratke regije 

US (Mlera i sur., 2020.). Prevalencija ovog virusa iznosi od 55% do 100%, ovisno o 

različitim socioekonomskim i geografskim faktorima. Antitijela specifična za HCMV 

mogu se naći u cirkulirajućoj krvi 83% populacije (Zuhair i sur., 2019.). Seroprevalencija 

HCMV-a za Republiku Hrvatsku iznosi 74,4% (Vilibic-Cavlek i sur., 2017.). Međutim, 
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kod CD34+ hematopoetskih progenitorskih stanica koje nisu inficirane HCMV-om, 

seronegativnost nije uvijek utvrđena (Khaiboullina i sur., 2004.). Kriteriji za uključivanje 

u istraživanje prof. Vilibić-Čavlek značajno su različiti od kriterija za odabir darivatelja 

matičnih stanica, stoga podudarnost rezultata nije moguće očekivati. 

Regija ULb' genoma HCMV-a kodira 4 gena UL133, UL135, UL136 i UL138 

(UL133/8) koji su odgovorni za prilagodbu virusa u stanici domaćina (Mlera i sur., 2020.). 

Proteini UL133 i UL138 su u međusobnoj interakciji kako bi omogućili latenciju odnosno 

reaktivaciju HCMV-a u stanici (Goodrum, 2016.). 

 Jedan od načina ulaska HCMV-a u stanicu domaćina je preko receptora EGF-a. 

Proteini UL135 i UL138 mogu regulirati virusni ciklus djelujući na receptore tirozinske 

kinaze kroz signalne putove MEK/ERK (Hancock i sur., 2020.; Bughio i sur., 2015.; 

Buehler i sur., 2019.). Protein UL138 pojačava signalizaciju kroz EGFR uzrokujući 

njegovu prekomjernu ekspresiju, a time i povećanu količinu na površini stanice te 

uzrokuje supresiju virusne replikacije (Slika 5). Protein UL135 utišava signalizaciju 

EGFR-om i smanjuje ekspresiju PI3K te na taj način omogućuje reaktivaciju i replikaciju 

virusa (Slika 5).  

 

 

Slika 5. Regulacija ciklusa citomegalovirusa preko EGFR-a. Preuzeto i prilagođeno 

prema Hancock i sur., 2020. 
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U tumorskoj stanici HCMV osigurava odgovarajući okoliš ometanjem 

unutarstaničnih signalnih putova. Neposredno rani proteini IE1 i IE2, te najveći 

tegumentni protein UL36 i unutarnji tegumentni protein UL37 HCMV-a ulaze u 

interakciju s proteinom p53 i faktorom tumorske nekroze (TNF, od eng. tumor necrosis 

factor) koji su odgovorni za regulaciju staničnog ciklusa, popravak DNA i apoptozu te 

povećavaju uspješnost preživljavanja inficirane tumorske stanice i utječu na jačanje 

potencijala karcinogenosti (Falcão i sur., 2017.). Neposredno rani geni MIE HCMV-a 

(MIE, od eng. major immediate early), neophodni su za pokretanje ciklusa replikacije 

virusa (Stinski i Isomura, 2008.). Produkti gena MIE rijetko se eksprimiraju tijekom 

latencije HCMV-a. Promotor koji potiče aktivaciju gena MIE uključuje se ili isključuje 

ovisno o imunosnoj obrani domaćina. Virus HCMV preko gena MIE inhibira protein p53, 

te na taj način djeluje kao onkogen (Falcão i sur., 2017.; Mui i sur., 2017.). Gen UL55 

koji kodira glikoprotein B (gB) HCMV-a ima ključnu ulogu u vezanju virusa za stanicu i 

kasnije u replikacijskom ciklusu virusa. Također je meta za humoralni i stanični imunosni 

odgovor domaćina (Coaquette i sur., 2004.). 

 

 

2.2. Imunosni sustav 

 

Imunosni sustav čini mreža stanica i organa (slezena, limfni čvorovi, ostala limfatička 

tkiva, stanice koštane srži i leukociti) koji sudjeluju u prepoznavanju i eliminaciji virusa, 

bakterija i tumora, u organizmu domaćina (Abbas i sur., 2018.). Limfociti T i B su 

visokospecijalizirane stanice koje imaju ključnu ulogu u specifičnoj (stečenoj) staničnoj 

imunosti. Limfociti T imaju brojne funkcije koje omogućuju obranu od patogenih 

mikroorganizama i tumora (Bisset i sur., 2004.). Sazrijevanjem limfocita dolazi do 

promjena u ekspresiji markera na površini stanice. Najvažniji površinski markeri su T-

signalna molekula CD3 i koreceptorske molekule CD4 i CD8 (Batinić, 2005.). S obzirom 

na različite površinske markere dobivene procesom sazrijevanja, razlikuju se pomoćnički, 

citotoksični i regulacijski limfociti T. Na ljudskim pomoćničkim limfocitima T 

eksprimiran je diferencijacijski marker CD4. Pomoćnički limfociti T prepoznaju patogeni 

antigen, tj. peptid vezan za molekulu MHC-II na membrani stanica koje prezentiraju 

antigen. Citotoksični limfociti T imaju eksprimiran diferencijacijski marker CD8 
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(Marušić-Galesić i sur., 1988.; Batinić, 2005.). Oni uništavaju stanice tumora i vlastite 

stanice zaražene virusom. Aktivirani citotoksični limfociti T luče brojne citokine poput 

interferona gama (IFN-γ) i faktora tumorske nekroze alfa (TNF-α) (Abbas i sur., 2018.; 

Batinić, 2005.). Pomoćnički i citotoksični limfociti T imaju sinergijski učinak kod 

prisutnosti unutarstaničnih antigena poput onih tumora i virusa. Za imunizaciju 

citotoksičnih limfocita T potrebna je aktivacija pomoćničkih limfocita T. Pomoćnički 

limfociti T luče citokin interleukin-2 (IL-2) koji je važan za proliferaciju citotoksičnih 

limfocita T. Limfociti T usko surađuju s limfocitima B. Glavna funkcija limfocita B je da 

nakon prijelaza u plazma-stanice stvaraju antitijela (imunoglobuline) ili postaju 

memorijske stanice. Limfociti B eksprimiraju klasu molekula MHC-II i razne druge 

molekule CD specifične za B-stanice. Odgovorni su za brzi imunosni odgovor prilikom 

ponovnog izlaganja virusu. Limfociti B, pomoćnički limfociti T, citotoksični limfociti T, 

i njihove podskupine važni su za procjenu imunosnog odgovora (Abbas i sur., 2018.). 

Stanice NK sudjeluju u procesima imunosne obrane staničnog tipa tako što uništavaju 

patogeni mikroorganizam ili tumor. Stanice NK eksprimiraju molekule CD2, CD8, CD16 

i CD56, dok ekspresija CD3 i CD4 za njih nije karakteristična. Pripadaju kategoriji 

urođenih limfatičkih stanica. Induciraju apoptozu u zaraženim ili promijenjenim 

stanicama pomoću brojnih putova (Khan i sur., 2021.). Aktivirane stanice NK izravno 

ubijaju ciljane tumorske stanice ili stanice zaražene virusom kroz mehanizam otpuštanja 

citoplazmatskih granula, apoptozom, proizvodnjom efektorskih molekula ili staničnom 

citotoksičnosti potaknutom prisutnim antitijelima. Stanice NK mogu lučiti nekoliko 

citokina poput IFN-γ, interleukina 1 (IL-1) i TNF-α. Izlučivanjem IFN-γ, stanice NK 

mogu utjecati na stečeni imunosni sustav promicanjem diferencijacije pomoćničkih 

stanica tipa 1 (Th1, od eng. T helper 1 cell ) i inhibiranjem stanica tipa 2 (Th2, od eng. T 

helper 2 cell). Maligni tumori i neki virusi poput HCMV-a mogu izbjeći eliminaciju 

imunosnim odgovorom, stvaranjem proteina koji utječu na imunosni proces (Groth i sur., 

2010.). Aktivacija stanica NK rezultira lučenjem interleukina (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10), 

IFN-γ i citokina. Interferon IFN-γ aktivira T-stanice i makrofage koji su važni u imunitetu 

posredovanom stanicama, dok interleukin IL-4 djeluje na B-stanice i pridonosi 

humoralnom imunitetu (Khan i sur., 2021.). 
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2.2.1. Citokini  

 

Citokini su proteini male molekulske mase, od 6-70 kDa. Djeluju kao posrednici u 

međustaničnoj komunikaciji imunosnog sustava. Imaju važnu ulogu u procesu rasta, 

diferencijacije i sazrijevanja stanica imunosnog sustava (Abbas i sur., 2018.; Dinarello, 

2007.). Kada se citokin veže na odgovarajući receptor (citokinski receptor), dolazi do 

aktivacije ili inhibicije signalnog puta koji određeni citokin potiče (Hughes i Nibbs, 

2018.). Citokini se najčešće dijele na interleukine (IL), interferone (IFN), citoksine i 

faktore rasta hematopoetskih kolonija. Interleukini su skupina citokina koji posreduju u 

komunikaciji između različitih vrsta limfatičkih stanica. Citoksini mogu ubiti ciljane 

stanice, a faktori stimulacije kolonija potiču rast i diferencijaciju hematopoetskih stanica. 

Struktura citokina je međusobno slična, a svi pripadaju porodici glikoproteina. Poznato 

je preko 30 različitih citokina i 29 vrsta interleukina, koji se nazivaju od IL-1 do IL-29 

(Opal i DePalo, 2000.). Prema funkcijama i ostalim svojstvima, citokini se dijele na 

medijatore i regulatore nespecifične (prirođene) imunosti, medijatore i regulatore 

specifične (stečene) imunosti i stimulatore hematopoeze (Abbas i sur., 2018.). 

 

2.2.2. Kemokini i kemokinski receptori 

 

Kemokini su velika porodica malih proteina molekulske mase od 8 do 14 kDa. 

Podijeljeni su u četiri klase (C, C-C, C-X-C i C-X3-C) na temelju lokacije ključnih 

cisteinskih ostataka koji sudjeluju u disulfidnoj vezi (Abbas i sur., 2018.; Miller i Mayo, 

2017.). Kemokini imaju središnju ulogu u razvoju i homeostazi imunosnog sustava te su 

uključeni u sve zaštitne ili destruktivne imunosne i upalne reakcije, a inducirani su 

primarnim proupalnim medijatorima kao što su IL-1 ili TNF. Najpoznatiji su po 

sposobnosti da stimuliraju migraciju stanica, ponajviše leukocita, potičući putove 

prijenosa signala unutar stanice kao dio imunosnog odgovara na patogeni 

mikroorganizam (Hughes i Nibbs, 2018.). Staničnu signalizaciju reguliraju preko sedam 

transmembranskih receptora spojenih na površinski stanični protein G (Zhang i sur., 

2015.). Jedini predstavnik grupe C-X3-C je fraktalkin s kemotaktičnim i adhezijskim 

djelovanjem na limfocite T i stanice NK. Kemokini C-X-C djeluju kemotaktino na 

neutrofilne leukocite. Prvi otkriveni kemokin je CXCL8, a sintetizira se u makrofagima i 
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endotelnim stanicama. Kemokin CXCL13 selektivno je toksičan za limfocite B i sudjeluje 

u kontroli organizacije limfocita B u limfnim organima. Djeluje preko receptora CXCR5 

eksprimiranog na zrelim limfocitima B. Kemokini C privlače limfocite T i stanice NK. 

Kemokini C-C privlače makrofage, limfocite i stanice NK.  

Kemokini su prisutni i u tumorskom mikrokolišu gdje je njihova uloga 

usmjeravanje leukocita na mjesto tumora (Burger i Kipps, 2006.). Mogu imati dvostruku 

ulogu u progresiji odnosno, mogu spriječiti ili potaknuti rast i razvoj tumora (Medzhitov 

i Janeway, 2000.). Kemokini CXCL1 i CXCL8 povećavaju invazivnost stanica melanoma 

(Dhawan i Richmond, 2002.). Brojni kemokini poput CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, 

CXCL1, CXCL2, CXCL7, CXCL8 i CXCL10 promotori su metastatskog potencijala 

karcinoma dojke (Liu i sur., 2020.). Kemokin CCL2 je najčešće eksprimiran kemokin kod 

karcinoma jajnika (Zhang i sur., 2022.). Prisutnost  kemokina CCR7 kod karcinoma pluća 

nemalih stanica povezana je s razvojem metastaza u limfnim čvorovima (Takanami, 

2003.). Kemokin CXCR4 najčešće je eksprimiran kemokin čije se promjene u ekspresiji 

povezuju s različitim vrstama tumora uključujući i karcinom pluća nemalih stanica (Wald, 

2018.; Stumpf i sur., 2018.; Burger i Kipps, 2006.)  

 

2.2.3. Tumorsko izbjegavanje imunosnog odgovora  

 

Tumorske stanice mogu izbjeći prepoznavanje od stanica NK na nekoliko načina. 

Jedan od načina je utišavanje ekspresije gena MICA/B (MICA od engl. MHC class I 

chain-related gene A/B). Promjene u enzimima koje modificiraju DNA kao što su 

histonska deacetilaza (HDAC) ili onih koje reguliraju mikroRNA, utišavaju ekspresiju 

gena MICA/B, ekspresiju aktivirajućih liganda i kontinuirano aktiviranje receptora 

NKG2D na površini stanica NK što dovodi do hiporeaktivnosti i smanjene citotoksičnosti 

(zbog smanjene ekspresije NKG2D i smanjene proizvodnje IFN-γ). Citokini kao što su 

TGF (TGF, od eng. transforming growth factor) i IFN-γ, koje luče tumorske stanice, 

suzbijaju ekspresiju gena MICA/B, smanjuju ekspresiju NKG2D i proizvodnju IFN-γ u 

stanicama NK te potiču pretvorbu pomoćničkih limfocita T u regulacijske limfocite T koji 

eksprimiraju CD4, CD25, i FOXP3 (FOXP3, od eng. forkhead box protein 3). 

Regulacijski limfociti T suzbijaju imunosni odgovor i utječu na regulaciju proteina MMP 

(MMP, od eng. metalloproteinases) i ADAM (ADAM, od eng. disintegrin and 
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metalloproteinases), koji dalje potiču odbacivanje aktivirajućih liganda kao što je MICA. 

Ligand MICA se veže na NKG2D na pomoćničkim limfocitima T i na stanicama NK, što 

dovodi do hiporeaktivnosti stanica NK zbog degradacije NKG2D i pretvorbe 

pomoćničkih u regulacijske limfocite T (Groth i sur., 2011.). 

 

2.2.4. Virusno izbjegavanje imunosnog odgovora  

 

Virusi mogu biti različitog stupnja patogenosti od vrlo niskog do vrlo visokog te 

vješto izbjegavati odgovor imunosnog sustava domaćina. Sposobnost virusa da različitim 

mehanizmima obrane i demaskiranja izbjegnu eliminaciju imunosnim odgovorom, 

omogućuje daljnju interakciju sa stanicama domaćina. Nakon infekcije postoje dva 

moguća ishoda virusne interakcije sa stanicama domaćina. Jedan od ishoda je infekcija 

tijekom koje se virus razmnožava i oslobađa iz inficirane stanice, pri čemu stanica umire. 

Drugi ishod je trajna infekcija stanice. Među virusima koji mogu uzrokovati trajne 

infekcije su herpesvirusi poput HCMV-a (Hancock i sur., 2020.). Kako bi zaobišao 

eliminaciju od strane stanica NK, HCMV koristi proteine UL18, UL142 i UL40. Protein 

UL18 oponaša molekule klase MHC I i služi kao ligand-mamac za inhibicijske receptore 

stanica NK. Protein UL40 služi za prezentaciju na molekulama HLA-E. Kompleksi HLA-

E vežu se na inhibicijski NK-stanični receptor CD94/NKG2A i na taj način sprečavaju 

aktivaciju stanica NK. Pojedini sojevi HCMV-a povećavaju otpornost zaraženih stanica 

domaćina na ubijanje od strane stanica NK utišavanjem ekspresije gena za LFA-3 (LFA-

3, od eng. lymphocyte function-associated antigen 3), što onemogućava vezanje LFA-3 

na receptor CD2 koji aktivira stanice NK. Genski produkt miR1, E3-ubikvitinligaza, 

inhibira citotoksičnost stanica NK utišavanjem gena za ligand ICAM-1 (ICAM-1, od eng. 

intercellular adhesion molecule 1), ubikvitilacijom B7-2 i smanjenom površinskom 

ekspresijom receptora stanica NK. Protein UL16 kojeg kodira HCMV veže se na proteine 

ULBP (ULBP, od eng. UL-binding protein) i MICB (MICB, od eng. MHC class I 

polypeptide-related sequence B) u stanicama zaraženim virusom što dovodi do inhibicije 

njihove interakcije s aktivirajućim receptorom NKG2D (Buehler i sur., 2019.).  
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3. MATERIJALI I METODE 

 

3.1. Ispitanici 

 

U ovo istraživanje uključena su 102 bolesnika s novootkrivenim 

adenokarcinomom pluća dijagnosticiranim u Klinici za plućne bolesti Kliničkog 

bolničkog centra Zagreb. U istraživanje su uključeni bolesnici oba spola, koji su stariji od 

18 godina, i koji do pristupanja istraživanju nisu primili niti jedan oblik terapije za 

liječenje karcinoma pluća. Svi bolesnici obuhvaćeni istraživanjem dali su informirani 

pristanak za sudjelovanje u istraživanju. Istraživanje je odobrilo Etičko povjerenstvo 

Kliničkog bolničkog centra Zagreb i Medicinskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu. 

 

Skupinu bolesnika s dijagnozom adenokarcinoma pluća s mutacijama u genu 

EGFR (N=51) sačinjavalo je 19 ispitanika muškog spola i 32 ispitanice ženskog spola. U 

trenutku postavljanja dijagnoze, prosječna dob ispitanika bila je 67,9 godina (raspon 39 - 

88). Među ispitanicima, ukupan broj nepušača iznosio je 27, a pušača (uključujući i bivše 

pušače) 18. Pušački status bio je nepoznat za šest ispitanika (Tablica 1).  

 

Tablica 1. Ispitanici s adenokarcinomom pluća s mutacijama u genu EGFR 

 

Spol Nepušači Pušači 

Nepoznat 

pušački 

status 

Prosječna dob u 

trenutku postavljanja 

dijagnoze (godine) 

Muškarci 

(N=19) 
10 7 2 68,6 (raspon 39 – 86) 

Žene 

(N=32) 
17 11 4 67,6 (raspon 47 – 88) 

 

 

 

 



18 
 

Skupinu s dijagnozom adenokarcinoma pluća bez mutacija u genu EGFR (N=51) 

sačinjavala su 42 ispitanika muškog spola i devet ispitanica ženskog spola. U trenutku 

postavljanja dijagnoze, prosječna dob ispitanika bila je 66,5 godina (raspon 53 - 85). 

Među ispitanicima bilo je 48 pušača (uključujući i bivše pušače) i jedan nepušač. Pušački 

status bio je nepoznat za dva ispitanika muškog spola (Tablica 2).  

 

Tablica 2. Ispitanici s adenokarcinomom pluća bez mutacija u genu EGFR 

 

Spol Nepušači Pušači 

Nepoznat 

pušački 

status 

Prosječna dob u 

trenutku postavljanja 

dijagnoze (godine) 

Muškarci 

(N=42) 
0 40 2 66,8 (raspon 56 – 85)  

Žene 

(N=9) 
1 8 0 65,9 (raspon 53 – 81) 

 

 

U istraživanoj skupini s adenokarcinomom pluća s mutacijama u genu EGFR, 

učestale mutacije u genu EGFR (ex19del, L858R) imala su 34 (66,7%) ispitanika, a 

rijetke mutacije u genu EGFR (G719X, ex20ins, S768I, T790M i ex21) 11 (21,6%) 

ispitanika. Šest ispitanika (11,8%) s dijagnozom adenokarcinoma pluća imalo je 

kombinaciju učestalih i rijetkih mutacija gena EGFR (Slika 6).  
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Slika 6. Raspodjela zastupljenosti vrsta mutacija gena EGFR kod ispitanika s 

adenokarcinomom pluća. 
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3.2. Uzorci 

 

 U istraživanju su korišteni bronhoskopski uzorci koji su rutinski obrađeni i 

analizirani u Odjelu za pulmološku citologiju Kliničkog zavoda za patologiju i citologiju 

Kliničkog bolničkog centra Zagreb (Roh, 2019.; Harabajsa i sur., 2021.; Lozano i sur., 

2018.) i periferna krv ispitanika uzorkovana prije primjene terapije za karcinom pluća. 

Dijagnoza adenokarcinoma pluća postavljena je na citološkim razmazima prema 

klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije (WHO Classification of Tumours Editorial 

Board, 2021.). Nakon utvrđivanja statusa EGFR, odabran je uzorak s optimalnim brojem 

tumorskih stanica i uzorkovana je periferna krv svakog ispitanika uključenog u 

istraživanje. Citološka stakla sa stanicama adenokarcinoma pluća, obojana metodom 

May-Grünwald Giemsa po Pappenhaimu (MGG), pohranjena su na sobnoj temperaturi 

do provođenja daljnjih analiza (Harabajsa i sur., 2021.; Schmitt i sur., 2022.). 

Periferna krv za potrebe protočne citometrije uzorkovana je venepunkcijom u 

epruvetu koja sadrži antikoagulans K3EDTA. Svaka je epruveta označena šifriranim 

podacima koji odgovaraju pojedinom ispitaniku i sadržavala je 5 mL periferne krvi. 

Periferna krv je najkasnije dva sata nakon uzimanja analizirana protočnom citometrijom.  

Periferna krv ispitanika s adenokarcinomom pluća namijenjena detekciji HCMV-

a uzorkovana je venepunkcijom u set od tri epruvete (QuantiFERON CMV, Qiagen, 

Njemačka) koji čine pozitivna mitogenska kontrola, antigen citomegalovirusa i nulta 

kontrola. Svaka je epruveta označena šifriranim podacima koji odgovaraju pojedinom 

ispitaniku i sadržavala je 1 mL krvi. Nakon uzorkovanja krvi, epruvete su lagano 

protrešene deset puta kako bi se krv jednolično rasporedila po stijenkama i omogućila 

otapanje antigena. Epruvete su zatim inkubirane u uspravnom položaju na 37 ºC tijekom 

24 sata (Mini Galaxy E CO2 Incubator, RS Biotech, New Brunswick, Kanada). Nakon 

centrifugiranja na 2500 g kroz 10 minuta (EBA 21, Hettich®, Njemačka) izdvojena je 

plazma za utvrđivanje količine IFN-γ (IU/ml) metodom ELISA QF-CMV. Uzorci plazme 

pohranjeni su na -80 ºC do detekcije prisutnosti HCMV-a. 
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3.3. Metode 

 

3.3.1. Izolacija DNA i RNA 

Istovremena izolacija DNA i RNA učinjena je setom kemikalija Quick-

DNA/RNATM FFPE Kit (Zymo Research, SAD) prema uputama proizvođača, bez 

postupka deparafinizacije. Citološka stakla s uzorcima adenokarcinoma pluća tretirana su 

puferom za lizu DNA/RNA kako bi se stanice odvojile od stakla. Lizirane stanice su 

prebačene u kolone unutar sabirnih epruveta (Zymo-SpinTM IICR Column, Zymo 

Research, SAD) nakon čega je izolacija napravljena prema uputi proizvođača. Nakon 

završenog postupka izolacije DNA i RNA, količina od 2 µL uzorka u vodi bez nukleaza, 

korištena je za određivanje koncentracije i apsorbancije nukleinskih kiselina (A260/280 i 

A260/230) pomoću UV-spektrofotometra (NanoVue Plus spectrophotometer, Healthcare 

Bio-Sciences AB, Švedska). Uzorci DNA i RNA pohranjeni su na -20 ºC do trenutka 

provođenja analiza. 

 

3.3.2. Analiza razine ekspresije gena koji sudjeluju u imunosnom odgovoru  

 

Promjene u ekspresiji specifičnih gena koji sudjeluju u imunosnom odgovoru kod 

adenokarcinoma pluća analizirane su metodom lančane reakcije polimerazom u stvarnom 

vremenu (Q-RT PCR, od eng. real-time quantitative reverse transcription PCR) kod šest 

nasumično odabranih uzoraka (tri s mutacijom u genu EGFR i tri bez mutacije u genu 

EGFR). Za određivanje ekspresije korištene su pločice RT2 Profiler PCR Array Human 

Cancer Inflammation & Immunity Crosstalk (Qaigen, Njemačka) koje sadrže parove 

početnica za 84 gena od interesa uključena u komunikaciju između tumora, tumorskog 

mikrookoliša i imunosnog sustava (Tablica 3), i početnice za pet endogenih kontrola. 

Nakon provedene analize razine ekspresije gena kod šest uzoraka adenokarcinoma pluća 

i utvrđenih značajnih razlika u analiziranim genima, za daljnju analizu odabrani su geni  

IL-1β i CXCR4.  
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Tablica 3. Popis analiziranih gena  

 

Simbol gena Opis 

ACKR3 Gen za kemokinski (C-X-C) receptor 7 

AICDA Gen za citidinsku deaminazu potaknutu aktivacijom 

BCL2 Gen za protein B stanični limfom 2 

BCL2L1 Gen za protein 1 sličan proteinu B staničnog limfoma 2 

CCL18 Gen za kemokinski (C-C) ligand 18 

CCL2 Gen za kemokinski (C-C) ligand 2 

CCL20 Gen za kemokinski (C-C) ligand 20 

CCL21 Gen za kemokinski (C-C) ligand 21 

CCL22 Gen za kemokinski (C-C) ligand 22 

CCL28 Gen za kemokinski (C-C) ligand 28 

CCL4 Gen za kemokinski (C-C) ligand 4 

CCL5 Gen za kemokinski (C-C) ligand 5 

CCR1 Gen za kemokinski (C-C) receptor 1 

CCR10 Gen za kemokinski (C-C) receptor 10 

CCR2 Gen za kemokinski (C-C) receptor 2 

CCR4 Gen za kemokinski (C-C) receptor 4 

CCR7 Gen za kemokinski (C-C) receptor 7 

CCR9 Gen za kemokinski (C-C) receptor 9 

CD274 Gen za protein CD274  

CSF1 Gen za faktor rasta kolonija 1 

CSF2 Gen za faktor rasta kolonija 2 
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Tablica 3-nastavak. Popis analiziranih gena  

Simbol gena Opis 

CSF3 Gen za faktor rasta kolonija 3 

CTLA4 Gen za citotoksični protein 4 povezan s limfocitima T 

CXCL1 Gen za kemokinski (C-X-C) ligand 1 

CXCL10 Gen za kemokinski (C-X-C) ligand 10 

CXCL11 Gen za kemokinski (C-X-C) ligand 11 

CXCL12 Gen za kemokinski (C-X-C) ligand 12 

CXCL2 Gen za kemokinski (C-X-C) ligand 2 

CXCL5 Gen za kemokinski (C-X-C) ligand 5 

CXCL9 Gen za kemokinski (C-X-C) ligand 9 

CXCR1 Gen za kemokinski (C-X-C) receptor 1 

CXCR2 Gen za kemokinski (C-X-C) receptor 2 

CXCR3 Gen za kemokinski (C-X-C) receptor 3 

CXCR4 Gen za kemokinski (C-X-C) receptor 4 

CXCR5 Gen za kemokinski (C-X-C) receptor 5 

EGF Gen za epidermni faktor rasta 

EGFR Gen za receptor epidermnog faktora rasta 

FASLG Gen za ligand Fas 

FOXP3 Gen za FOXP3, od eng. forkhead box P3 

GBP1 Gen za protien koji veže gvanilat 1 

GZMA Gen za granzyme A 

GZMB Gen za granzyme B 
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Tablica 3-nastavak. Popis analiziranih gena 

Simbol gena Opis 

HIF1α Gen za inducibilni faktor hipoksije 1 

HLA-A Gen za ljudski leukocitni antigen, klasa 1, A 

HLA-B Gen za ljudski leukocitni antigen, klasa 1, B 

HLA-C Gen za ljudski leukocitni antigen, klasa 1, C 

IDO1 Gen za indoleaminsku 2,3-dioksigenazu 1 

IFNG Gen za interferon gama 

IGF1 Gen za inzulinu sličan faktor rasta 1 (somatomedin C) 

IL-10 Gen za interleukin 10 

IL-12α Gen za interleukin 12α 

IL-12β Gen za interleukin 12β 

IL-13 Gen za interleukin 13 

IL-15 Gen za interleukin 15 

IL-17α Gen za interleukin 17α 

IL-1α Gen za interleukin 1α 

IL-1β Gen za interleukin 1β 

IL-2 Gen za interleukin 2 

IL-23α Gen za interleukin 23α 

IL-4 Gen za interleukin 4 

IL-6 Gen za interleukin 6 

IL-8 Gen za interleukin 8 

IRF1 Gen za interferonski regulacijski faktor 1 
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Tablica 3-nastavak. Popis analiziranih gena 

Simbol gena Opis 

KITLG Gen za ligand KIT 

MICA Gen za sekvencu A povezanu s polipeptidom klase MHC I 

MICB Gen za sekvencu B povezanu s polipeptidom klase MHC I 

MIF Gen za inhibicijski faktor migracije makrofaga 

MYC Gen za homolog virusnog onkogena V-myc mijelocitomatoze 

MYD88 Gen primarnog odgovora mijeloične diferencijacije 

NFKB1 
Gen za NFKB1, od eng. nuclear factor of kappa light 

polypeptide gene enhancer in B-cells 1  

NOS2 Gen za inducibilnu sintazu dušikovog oksida 2  

PDCD1 Gen za proteine programirane stanične smrti 1 

PTGS2 Gen za prostaglandinsko-endoperoksidsku sintazu 2 

SPP1 Gen za za izlučeni fosfoprotein 1 

STAT1 Gen za provoditelj signala i aktivator transkripcije 1 

STAT3 Gen za provoditelj signala i aktivator transkripcije 3 

TGFB1 Gen za transformirajući faktor rasta beta 1 

TLR2 Gen za receptor 2 sličan Toll-u 

TLR3 Gen za receptor 3 sličan Toll-u 

TLR4 Gen za receptor 4 sličan Toll-u 

TNF Gen za faktor tumorske nekroze 

TNFSF10 Gen za faktor tumorske nekroze 10 

TP53 Gen za tumorski protein p53 

VEGFA Gen za vaskularni endotelni faktor rasta A 
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3.3.2.1. Reverzna transkripcija 

 

Reverzna transkripcija učinjena je kod šest početnih uzoraka RNA setom 

kemikalija RT2 First Strand Kit (Qiagen, Njemačka) prema uputama proizvođača. Pufer 

(Buffer GE2) je sadržavao sve potrebno za uklanjanje preostale genomske DNA. Dodan 

je u uzorak koji je sadržavao do 5 µg RNA, zatim je inkubiran na 37 ºC tijekom pet 

minuta. Nakon inkubacije, reakcijska smjesa je stavljena na led na najmanje jednu 

minutu. Reakcijska smjesa za reverznu transkriptazu BC5 sadržavala je sve komponente 

potrebne za reverznu transkripciju (nasumične heksamere i oligo-dT početnice, reverznu 

transkriptazu MMLV, magnezij). Dodana je u pripremljeni uzorak u kojem je uklonjena 

genomska DNA. Uvjeti reakcije bili su inkubacija na 42 ºC tijekom 15 minuta i 

zaustavljanje reakcije na 95 ºC tijekom pet minuta. Dobivene cDNA čuvane su na -20 ºC 

do analize ekspresije gena.  

 Izolirana RNA svih ostalih uzoraka adenokarcinoma pluća reverznom je 

transkripcijom prevedena u cDNA pomoću seta kemikalija PrimeScript Reverse 

Transcriptase (Takara, Japan) prema uputama proizvođača, uz korištenje nasumičnih 

heksamera kao početnica (Invitrogen, SAD). Prva reakcijska smjesa (MM1) sadržavala 

je 5 µM nasumičnih heksamera (Invitrogen, SAD); 1 mM dNTP (Sigma Aldrich, 

Missouri); do 1 µg RNA te H2O očišćenu od RNaza, do maksimalnog volumena od 10 

µL. Druga reakcijska smjesa (MM2) sadržavala je 5 U/µL reverzne transkriptaze (Takara, 

Japan); 1 U/µL inhibitora RNaza (Takara, Japan); 4 µL pufera (1x pufer PSRT (Takara, 

Japan) te H2O očišćenu od RNaza, do ukupnog volumena od 20 µL. U svaku 

mikroepruvetu s uzorkom koja je sadržavala MM1 dodana je količina od 10 µL MM2. 

Reverzna transkripcija provedena je prema uvjetima reakcije: 10 minuta na 30 ºC, 60 

minuta na 42 ºC, i 15 minuta na 70 ºC. Dobivene cDNA čuvane su na -20 ºC do nizvodne 

analize ekspresije gena.  
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3.3.2.2.  Lančana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu  

 

Smjesa za Q-RT PCR pripremljena je upotrebom seta kemikalija RT qPCR 

SYBER Green/ROX MasterMix-6 (Qiagen, Njemačka) za svih šest uzoraka, prema 

uputama proizvođača. Reakcijska smjesa za Q-RT PCR sadržavala je u završnim 

koncentracijama cDNA do 100 ng po reakciji; 0,05 µM svake početnice (Macrogen, 

Južna Koreja); 1x PowerUp Sybr Green Mastermix (Applied Biosystems, SAD) i H2O 

očišćenu od RNaza, do ukupnog volumena od 20 µL. Analiza Q-RT PCR provedena je 

na uređaju QuantStudio5 (Applied Biosystems, SAD) tijekom 40 ciklusa, prema 

optimiziranim uvjetima reakcije: aktivacija enzima HotStart DNA Taq Polimeraza na 

95 °C tijekom 10 minuta;  denaturacija na 95 °C tijekom 15 sekundi; prijanjanje i 

produljivanje lanca na 60 °C tijekom  jedne minute. Kako bi se potvrdila specifičnost 

PCR-a, provedena je analiza krivulje taljenja: 95 ºC,  jednu minutu; 65 ºC, dvije minute 

(uz isključenu optiku);  65 ºC do 95 ºC pri 2 ºC/minuta (uz uključenu optiku). 

 Dobivena cDNA svih ostalih uzoraka adenokarcinoma pluća korištena je za 

određivanje ekspresije gena IL-1β i CXCR4 metodom Q-RT PCR. Reakcija je provedena 

setom kemikalija PowerUp Sybr Green (Applied Biosystems, SAD) prema uputama 

proizvođača uz specifične početnice za gene od interesa i endogenu kontrolu HMBS 

(Tablica 4). Reakcijska smjesa za Q-RT PCR sadržavala je u završnim koncentracijama 

cDNA do 50 ng po reakciji; 0,05 µM svake početnice (Macrogen, Južna Koreja); 1x 

PowerUp Sybr Green Mastermix (Applied Biosystems, SAD) i H2O očišćenu od RNaza, 

do ukupnog volumena od 20 µL. Reakcija je provedena tijekom 40 ciklusa u uređaju 

QuantStudio5 (Applied Biosystems, SAD) prema optimiziranom protokolu: aktivacija 

enzima uracil-DNA glikozilaze na 50 °C tijekom dvije minute; aktivacija dual-lock DNA 

polimeraze na 95 °C tijekom 10 minuta; denaturacija na 95 °C tijekom 15 sekundi; 

prijanjanje i produljivanje lanca na 55 °C tijekom jedne minute. Kako bi se potvrdila 

specifičnost PCR-a, provedena je analiza krivulje taljenja: 95 ºC,  15 sekundi; 55 ºC, 

jednu minutu (uz isključenu optiku);  55 ºC do 95 ºC pri 2 ºC/minuta (uz uključenu 

optiku). 
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Tablica 4. Sekvencije početnica za određivanje ekspresije gena IL-1β i CXCR4 

Gen Ime početnice Sekvencija početnice (5' - 3') 
Veličina 

(pb) 

IL-1β IL1BF  F TTCGAGGCACAAGGCACAA 78  

IL1BR R TGGCTGCTTCAGACACTTGAG 

CXCR4 CXCR4 F CTCCTCTTTGTCATCACGCTTCC 127  

CXCR4 R GGATGAGGACACTGCTGTAGAG 

HMBS HMBS F AGCTTGCTCGCATACAGACG 157  

HMBS R AGCTCCTTGGTAAACAGGCTT 

F-uzvodna početnica, R-nizvodna početnica 

 

 

3.3.2.3. Statistička analiza rezultata 

Statistička analiza rezultata dobivenih metodom Q-RT PCR na pločicama RT2 

Profiler PCR provedena je T-testom u programu QIAGEN’S Gene Globe Data Analysis 

Center (https://www.qiagen.com/us/products/discovery-translational-research/pcr-

qpcr/primer-sets/rt2-profiler-pcr-arrays#resources).  

Rezultati ekspresije dobiveni metodom Q-RT PCR analizirani su 

neparametrijskim Mann-Whitney testom u programu STATISTICA (verzija 13.0, StatSoft 

Inc., Tulsa, OK, SAD) kako bi se utvrdila povezanost postojanja mutacija u genu EGFR 

i ekspresije gena IL-1β i CXCR4. Razina statističke značajnosti postavljena je na p< 0,05. 
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3.3.3. Analiza imunosnog odgovora 

 

Imunosni odgovor ispitanika procijenjen je analizom postotka limfocita T i B, 

pomoćničkih i citotoksičnih limfocita T, stanica NK, aktiviranih limfocita T koji 

eksprimiraju HLA-DR, te aktiviranih limfocita T koji eksprimiraju CD38 i CD8 pomoću 

protočnog citometra BD FACSCanto™ (Becton Dickinson and Company, SAD). 

Apsolutni broj pomoćničkih limfocita T određen je metodom apsolutne kvantifikacije na 

protočnom citometru. Za protočnu citometriju, periferna krv svih bolesnika s 

adenokarcinomom pluća podijeljena je u dvije epruvete, prema uputi proizvođača. U 

epruvetu koja sadrži paletu liofiliziranih kuglica označenih flourescentnom bojom (BD 

TrucountTM tubes, Becton Dickinson and Company, SAD) dodano je 20 µL reagensa u 

čijem sastavu se nalazi kombinacija monoklonskih antitijela specifičnih za CD3, D16, 

CD56, CD45, CD4, CD19 i CD8 (BD Multitest™ 6-Color TBNK, Becton Dickinson and 

Company, SAD), za utvrđivanje apsolutnog broja leukocita i limfocitnih potpopulacija. 

U polistirensku epruvetu bez liofiliziranih flourescentnih kuglica (Corning® Falcon, 

Merck, Njemačka) dodana je ista količina reagensa u čijem sastavu se nalazi kombinacija 

monoklonskih antitijela specifičnih za CD8, CD38, CD3 i HLA-DR (BD Multitest™ 

CD8/CD38/CD3/HLA-DR, Becton Dickinson and Company, SAD), za procjenu količine 

aktiviranih limfocita T. Nakon dodavanja 50 µL pune krvi uzorci su inkubirani na sobnoj 

temperaturi tijekom 15 minuta te je u svaku epruvetu dodana otopina za liziranje eritrocita 

(BD FACS™ Lysing Solution, Becton Dickinson and Company, SAD) u količini od 450 

µL.  

 

3.3.3.1. Statistička analiza rezultata 

 

Rezultati dobiveni metodom protočne citometrije analizirani su neparametrijskim 

Mann-Whitney testom u programu STATISTICA (verzija 13.0, StatSoft Inc., Tulsa, OK, 

SAD) kako bi se utvrdila povezanost postojanja mutacija u genu EGFR i promjena u 

imunosnom odgovoru ispitanika. Za usporedbu postotaka limfocitnih potpopulacija 

korišten je Spearmanov koeficijent korelacije. Razina statističke značajnosti postavljena 

je na p< 0,05. 
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3.3.4. Analiza infekcije citomegalovirusom  

 

3.3.4.1. Analiza prisutnosti DNA citomegalovirusa 

 

Prisutnost infekcije HCMV-om kod tumorskih stanica određivana je metodom PCR u 

stanicama adenokarcinoma pluća korištenjem specifičnih setova početnica (Macrogen, 

Korea). Analizirane su dvije regije: jedna unutar  gena MIE i druga smještena unutar gena 

gB (Coyle i sur., 2002.; Fenner i sur., 1991.; Alberts i sur., 2002.; Harabajsa i sur., 2023.). 

Veličina produkta korištena za analizu gena MIE bila je 110 pb, a veličina produkta za 

gen gB bila je 326 pb u prvom ciklusu PCR-a s početnicama A i B, a 301 pb u drugom 

ciklusu s početnicama C i D (Tablica 5). Kao pozitivna kontrola korištena je DNA 

izolirana iz uzorka periferne krvi bolesnika kod kojeg je potvrđena infekcija HCMV-om. 

 

Tablica 5. Sekvencije početnica za detekciju citomegalovirusa 

 

F-uzvodna početnica, R-nizvodna početnica 

 

Početnica Sekvencija početnice (5' - 3') 

Veličina 

produkta 

(pb) 

MIE F AGTGTGGATGACCTACGGGCCATCG 

 

110 

 

MIE R GGTGACACCAGAGAATCAGAGGAGC  

CMV FA  TCATGAGGTCGTCCAGA 326 

CMV RB TGAGGAATGTCAGCTTC  

CMV FC TCGTCCAGACCCTTGAGGTA 301 

CMV RD CCAGCCTCAAGATCTTCAT  
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3.3.4.1.1. Lančana reakcija polimerazom 

   

Uzorak za PCR reakciju sadržavao je DNA do 250 µg po reakciji; 5 µL pufera (5x 

Colourless GoTaq Flexi Buffer, Promega, SAD); 2 mM MgCl2 (Qiagen, Njemačka); 0,2 

mM dNTP (Sigma Aldrich, Njemačka); 0,5 µM svake oligonukleotidne početnice 

(Macrogen, Korea); 1, 25 U DNA polimeraze (GoTaq DNA polimeraza, Promega, SAD) 

i dH2O do 25 µL. Početnice su kupljene liofilizirane u koncentraciji od 25 nM. Otopljene 

su tako da se dobije koncentracija od 100 pmol/µL. Sve amplifikacije za HCMV 

provedene su tijekom 40 ciklusa u uređaju Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler (Applied 

Biosystems, SAD) prema optimiziranom protokolu: temperatura početne denaturacije od 

95 ℃ tijekom 2 minute; temperatura denaturacije kalupa od 95 ℃ tijekom 30 sekundi; 

temperatura vezanja od 60 ℃ tijekom 30 sekundi i temperatura produljivanja lanca od 72 

℃ tijekom 40 sekundi. Umnoženi fragmenti su analizirani u 2% agaroznom gelu (40 

minuta na 100 V) napravljenom u puferu TAE (Tris-Acetat-EDTA), obojeni etidij-

bromidom i vizualizirani pod UV-svjetlom.  

 

3.3.4.1.2. Statistička analiza rezultata 

 

Rezultati dobiveni metodom PCR analizirani su hi-kvadrat testom u programu 

STATISTICA (verzija 13.0, StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD) kako bi se utvrdila povezanost 

postojanja mutacija u genu EGFR i prisutnosti infekcije HCMV-om kod tumorskih 

stanica. Razina statističke značajnosti postavljena je na p< 0,05. 

 

 

3.3.4.2. Analiza imunosnog odgovora specifičnog za citomegalovirus 

  

 Analiza imunosnog odgovora na antigene HCMV-a u perifernoj krvi ispitanika 

učinjena je pomoću metode ELISA (QuantiFERON CMV ELISA, Qiagen, Njemačka) 

prema uputi proizvođača. Otopina IFN-γ, koncentracije 8,0 IU/ml, korištena je za 

pripremu četiri testna standarda. Mjerenje testnih standarda rađeno je u duplikatu. 

Otopina konjugata je napravljena otapanjem liofiliziranog konjugata (Reconstituted 

Lyophilized Conjugate 100x Concentrate, Qiagen, Njemačka) s 0,3 mL vode za injekcije 

(Aqua pro injectione HZTM, Hrvatski Zavod za transfuzijsku medicinu, Hrvatska). Tako 
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pripremljen konjugat dalje je razrijeđen i korišten za reakciju. Nakon laganog miješanja, 

količina od 50 µL konjugata, plazme i sva četiri standarda dodana je u odgovarajuća 

udubljena na mikrotitar pločicama (Prilog 1). Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi 

tijekom 120 ±5 minuta, uzorci su isprani puferom (Wash Buffer 20x Concentrate, Qiagen, 

Njemačka) i tretirani enzimskim supstratom. Nakon inkubacije od 30 minuta na sobnoj 

temperaturi, dodano je 50 µL enzimske otopine za zaustavljanje reakcije. Unutar pet 

minuta od dodavanja otopine za zaustavljanje reakcije, izmjerena je optička gustoća (OD, 

od eng. optical density) korištenjem čitača opremljenog filterom od 450 nm i referentnim 

filterom od 620 do 650 nm (Captia reader XX800, Trinity biotech).  

 

 

3.3.4.2.1. Statistička analiza rezultata 

 

Za izračun rezultata dobivenih metodom ELISA korišten je softver 

QuantiFERON-CMV preuzet sa stranice www.QuantiFERON.com.  

Rezultati dobiveni metodom ELISA analizirani su hi-kvadrat testom u programu 

STATISTICA (verzija 13.0, StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD) kako bi se odredila 

potencijalna povezanost mutacija u genu EGFR i imunosnog odgovora specifičnog za 

antigene citomegalovirusa. Razina statističke značajnosti postavljena je na p< 0,05. 
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4. REZULTATI 

 

4.1. Ekspresija gena uključenih u regulaciju imunosnog odgovora  

 

Ekspresija 84 gena koji sudjeluju u regulaciji imunosnog odgovora analizirana je 

u tri uzorka adenokarcinoma pluća s mutacijama u genu EGFR i tri uzorka 

adenokarcinoma pluća bez mutacija u genu EGFR. Razine ekspresija analiziranih gena 

uključenih u regulaciju imunosnog odgovora prikazane su Slikom 7.  

Statistički značajna razlika utvrđena je samo kod gena IL-1β i CXCR4.  

Oba gena su više eksprimirana kod adenokarcinoma pluća bez mutacija u genu EGFR. 

 

Ekspresija gena IL-1β i CXCR4 analizirana je u 51-om uzorku adenokarcinoma 

pluća s mutacijama u genu EGFR i u jednakom broju uzoraka adenokarcinoma pluća bez 

mutacija u genu EGFR. Rezultati Q-RT PCR analize pokazali su 19 puta višu ekspresiju 

gena CXCR4 i devet puta višu ekspresiju gena IL-1β u skupini adenokarcinoma pluća bez 

mutacija u genu EGFR (p<0,05) u odnosu na skupinu adenokarcinoma pluća s 

mutacijama u genu EGFR (Slika 8). Statistički značajne razlike u ekspresiji gena IL-1β i 

CXCR4 s obzirom na vrstu mutacije, dob, spol i pušački status ispitanika, nisu utvrđene. 
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Slika 7. Ekspresija gena uključenih u regulaciju imunosnog odgovora kod adenokarcinoma pluća. Kratice: EGFR+, adenokarcinomi pluća s 

mutacijama u genu EGFR; EGFR-, adenokarcinomi pluća bez mutacija u genu EGFR. 
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Slika 7-nastavak. Ekspresija gena uključenih u regulaciju imunosnog odgovora kod adenokarcinoma pluća. Kratice: EGFR+, adenokarcinomi 

pluća s mutacijama u genu EGFR; EGFR-, adenokarcinomi pluća bez mutacija u genu EGFR; *p<0,05. 
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Slika 7-nastavak. Ekspresija gena uključenih u regulaciju imunosnog odgovora kod adenokarcinoma pluća. Kratice: EGFR+, adenokarcinomi 

pluća s mutacijama u genu EGFR; EGFR-, adenokarcinomi pluća bez mutacija u genu EGFR; *p<0,05. 
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Slika 7-nastavak. Ekspresija gena uključenih u regulaciju imunosnog odgovora kod adenokarcinoma pluća. Kratice: EGFR+, adenokarcinomi 

pluća s mutacijama u genu EGFR; EGFR-, adenokarcinomi pluća bez mutacija u genu EGFR. 
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Slika 8. Razlike u razini ekspresije gena IL-1β i CXCR4 između skupina adenokarcinoma 

pluća s mutacijama i bez mutacija u genu EGFR. Kratice: EGFR+, adenokarcinomi pluća 

s mutacijama u genu EGFR; EGFR-, adenokarcinomi pluća bez mutacija u genu EGFR; 

*p<0,05. 

 

  

  

4.2. Imunosni odgovor ispitanika  

 

Imunosni odgovor obje skupine ispitanika s adenokarcinomom pluća procijenjen 

je analizom udjela limfocitnih potpopulacija u perifernoj krvi. Rezultati za obje skupine 

prikazani su u Tablici 6.  

Udjeli limfocitnih potpopulacija u perifernoj krvi ispitanika s adenokarcinomom 

pluća s mutacijama u genu EGFR pokazali su statistički značajnu negativnu korelaciju 

između stanica NK i limfocita T (p<0,01), limfocita B (p<0,05), pomoćničkih limfocita 

T (p<0,05) i citotoksičnih limfocita T (p<0,05). Postotak pomoćničkih limfocita T 

pozitivno je korelirao s ukupnim brojem limfocita T (p<0,01). Postotak aktiviranih 
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limfocita T koji eksprimiraju HLA-DR negativno je korelirao s postotkom pomoćničkih 

limfocita T (p<0,05) i limfocita B (p<0,05) (Tablica 7).  

Udjeli limfocitnih potpopulacija u perifernoj krvi ispitanika s adenokarcinomom 

pluća bez mutacija u genu EGFR pokazali su statistički značajnu negativnu korelaciju 

između stanica NK i limfocita T i apsolutnog broja pomoćničkih limfocita T (p<0,01). 

Apsolutni broj pomoćničkih limfocita T negativno je korelirao s aktiviranim limfocitima 

T koji eksprimiraju CD8 i CD38 (p<0,05) i aktiviranim limfocitima T koji eksprimiraju 

HLA-DR (p<0,01). Aktivirani limfociti T HLA-DR+ pozitivno su korelirali s aktiviranim 

limfocitima T koji eksprimiraju CD8 i CD38 (p<0,01). Limfociti B negativno su korelirali 

s limfocitima T (p<0,01), posebice s citotoksičnim limfocitima T (p<0,01) (Tablica 8).  

Usporedbom rezultata analize imunosnog odgovora u perifernoj krvi između 

skupine ispitanika s adenokarcinomom pluća s mutacijama u genu EGFR i skupine 

ispitanika s adenokarcinomom pluća bez mutacija u genu EGFR, značajne razlike u 

udjelima i korelacijama istraživanih limfocitnih potpopulacija nisu utvrđene (Slika 9 i 

10). Također nisu utvrđene značajne razlike u imunosnom odgovoru s obzirom na vrstu 

mutacije, dob, spol i pušački status ispitanika.  
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Tablica 6. Udio limfocitnih potpopulacija u perifernoj krvi ispitanika s adenokarcinomom pluća 

 
Adenokarcinomi pluća s mutacijama 

u genu EGFR 

Adenokarcinomi pluća bez mutacija 

u genu EGFR 

Potpopulacija limfocita Udio 
Srednja 

vrijednost 
Raspon vrijednosti 

Srednja 

vrijednost 
Raspon vrijednosti 

Limfociti T % 67,4 49,3 – 83,3 68,9 39,2 – 86,1 

Citotoksični limfociti T % 23,4 9,2 – 51,8 25,8 6,3 – 55,3 

Pomoćnički limfociti T % 42 19,8 – 58,9 41,2 15,3 – 63,6 

Apsolutni broj 

pomoćničkih limfocita T 
/ µL krvi 557,7 119 - 1027 611,6 94 - 1298 

Stanice NK % 19,8 5,9 – 38,9 16,6 3 – 35,6 

Limfociti B % 11,4 2,4 – 27,6 12,6 3,1 – 46,5 

Aktivirani limfociti T 

CD8+CD38+ 
% 5,9 1,4 – 18,5 6,3 1,6 – 38,1 

Aktivirani limfociti T 

HLA-DR+ 
% 10,7 3 – 28,4 12,4 3,3 – 40,6 
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Tablica 7. Koeficijenti korelacije postotka limfocitnih potpopulacija kod ispitanika s adenokarcinomom pluća s mutacijama u genu EGFR

 Koeficijent korelacije! 

Potpopulacija limfocita Limfociti T 
Citotoksični 

limfociti T 

Pomoćnički 

limfociti T 

Apsolutni 

broj 

pomoćničkih 

limfocita T 

Stanice NK Limfociti B 

Aktivirani  

limfociti T 

CD8+CD38+  

Aktivirani  

limfociti T 

HLA-DR+ 

Limfociti T 1.000 ,535** ,471** ,220 -,795** -,103 -,016 -,249 

Citotoksični limfociti T ,535** 1,000 -,391* -,105 -,422* -,166 ,287 ,208 

Pomoćnički limfociti T ,471** -,391* 1,000 ,470* -,446* ,055 -,250 -412* 

Apsolutni broj 

pomoćničkih limfocita T 
,220 -,105 ,470* 1,000 -,167 -,013 -,074 -,302 

Stanice NK -,795** -,422* -,446* -,167 1,000 -,414* ,113 ,355 

Limfociti B -,103 -,166 ,055 -,013 -,414* 1,000 -,295 -,445* 

Aktivirani limfociti T 

CD8+CD38+ 
-,016 ,287 -,250 -,074 ,113 -,295 1,000 ,427* 

Aktivirani limfociti T 

HLA-DR+ 
-,249 ,208 -,412* -,302 ,355 -,445* ,427* 1,000 

!Spearmanov koeficijent korelacije; **p<0,01; *p<0,05 
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Tablica 8. Koeficijenti korelacije postotka limfocitnih potpopulacija kod ispitanika s adenokarcinomom pluća bez mutacija u genu EGFR 

 Koeficijent korelacije! 

Potpopulacija limfocita Limfociti T 
Citotoksični 

limfociti T 

Pomoćnički 

limfociti T 

Apsolutni 

broj 

pomoćničkih 

limfocita T 

Stanice 

NK 
Limfociti B 

Aktivirani  

limfociti T 

CD8+CD38+  

Aktivirani  

limfociti T 

HLA-DR+  

Limfociti T 1.000 ,605** ,325* ,193 -,540** -,521** -,065 -,068 

Citotoksični limfociti T ,605** 1,000 -,434** -,149 -,268 -,487** ,304* ,279 

Pomoćnički limfociti T ,325* -,434** 1,000 ,398** -,180 ,002 -,408** -,422** 

Apsolutni broj 

pomoćničkih limfocita T 
,193 -,149 ,398** 1,000 -,379** ,227 -,328* -,412** 

Stanice NK -,540** -,268 -,180 -,379** 1,000 -,251 ,209 ,257 

Limfociti B -,521** -,487** ,002 -,227 -,251 1,000 -,272 -,243 

Aktivirani limfociti T 

CD8+CD38+ 
-,065 ,304* -,408** -,328* ,209 -,272 1,000 ,686** 

Aktivirani limfociti T 

HLA-DR+ 
-,068 ,279 -,422** -,412** ,257 -,243 ,686** 1,000 

!Spearmanov koeficijent korelacije; **p<0,01; *p<0,05 
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Slika 9. Razlike u udjelima limfocitnih potpopulacija u perifernoj krvi između dvije skupine ispitanika s adenokarcinomom pluća. Kratice: 

EGFR+, adenokarcinomi pluća s mutacijama u genu EGFR; EGFR-, adenokarcinomi pluća bez mutacija u genu EGFR.
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Slika 10. Pojednostavljen prikaz imunosnog odgovora u perifernoj krvi ispitanika s adenokarcinomom pluća sa i bez mutacija u genu EGFR. 

Imunosni odgovor temeljen na stanicama NK je niži u odnosu na specifični imunosni odgovor unutar kojeg su zastupljeni citotoksični i 

pomoćnički limfociti T. Kratice: EGFR+, adenokarcinomi pluća s mutacijama u genu EGFR; EGFR-, adenokarcinomi pluća bez mutacija u 

genu EGFR; ↑, povišena vrijednost limfocitne potpopulacije; ↓, snižena vrijednost limfocitne potpopulacije.
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4.3. Analiza infekcije citomegalovirusom 

 

4.3.1. Prisutnost DNA citomegalovirusa 

 

Prisutnost DNA HCMV-a analizirana je u 51-om uzorku adenokarcinoma pluća s 

mutacijama u genu EGFR i u istom broju uzoraka adenokarcinoma pluća bez mutacija u 

genu EGFR. Rezultati analize metodom PCR pokazali su prisutnost DNA HCMV-a u 

ukupno 13 (12,8%) ispitivanih uzoraka. Virus HCMV detektiran je u osam (15,7%) 

uzoraka iz skupine adenokarcinoma pluća s mutacijama u genu EGFR i u jednom uzorku 

iz skupine adenokarcinoma pluća bez mutacija u genu EGFR korištenjem početnica za 

gen MIE. Virus HCMV detektiran je u 4 (7,8%) uzorka adenokarcinoma pluća bez 

mutacija u genu EGFR korištenjem početnica za gen gB  (Slika 11).  

 

 

 

 

Slika 11. Prisutnost DNA citomegalovirusa kod adenokarcinoma pluća detektirana 

korištenjem početnica za gene MIE i gB. Kratice: EGFR+, adenokarcinomi pluća s 

mutacijama u genu EGFR; EGFR-, adenokarcinomi pluća bez mutacija u genu EGFR; 

HCMV, od eng. human cytomegalovirus; MIE, neposredno rani geni; gB, glikoprotein B. 
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 Statistički značajne razlike u prisutnosti virusne DNA između ispitivanih skupina 

adenokarcinoma pluća nisu utvrđene. Također nisu utvrđene značajne razlike u prisutnosti 

DNA HCMV-a s obzirom na vrstu prisutne mutacije, dob, spol i pušački status ispitanika. 

Unutar skupine adenokarcinoma pluća bez mutacija u genu EGFR utvrđena je 

statistički značajna povezanost između prisutnosti DNA HCMV-a i ekspresije gena 

CXCR4 (p<0.05). Utvrđena je prisutnost DNA HCMV-a u tumorskim stanicama koje 

imaju povišenu razinu ekspresije gena CXCR4.  

Povezanost između prisutnosti DNA HCMV-a i ekspresije gena IL-1β nije 

utvrđena niti u jednoj ispitivanoj skupini adenokarcinoma pluća. 

 

 4.3.2. Imunosni odgovor specifičan za citomegalovirus 

 

Analiza imunosnog odgovora specifičnog za antigene HCMV-a učinjena je 

metodom ELISA u perifernoj krvi 29 ispitanika s adenokarcinomom pluća s mutacijama 

u genu EGFR i kod 51-og ispitanika s adenokarcinomom pluća bez mutacija u genu 

EGFR. Imunosni odgovor na antigene HCMV-a utvrđen je kod 18 (62,1%) ispitanika s 

adenokarcinomom pluća s mutacijama u genu EGFR i 26 (50,9%) ispitanika s 

adenokarcinomom pluća bez mutacija u genu EGFR (Slika 12).  

Statistički značajne razlike u imunosnom odgovoru specifičnom za HCMV nisu 

utvrđene između ispitivanih skupina adenokarcinoma pluća. Također nisu utvrđene 

značajne razlike u imunosnom odgovoru specifičnom za HCMV s obzirom na vrstu 

mutacije, dob, spol i pušački status ispitanika. 
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Slika 12. Imunosni odgovor specifičan za  citomegalovirus u perifernoj krvi ispitanika s 

adenokarcinomom pluća sa i bez mutacija u genu EGFR. Kratice: EGFR+, 

adenokarcinomi pluća s mutacijama u genu EGFR; EGFR-, adenokarcinomi pluća bez 

mutacija u genu EGFR; HCMV; od eng. human cytomegalovirus. 

 

 

U skupini adenokarcinoma pluća s mutacijama u genu EGFR kod kojih je dokazan 

imunosni odgovor specifičan za HCMV, DNA HCMV-a utvrđena je u dva uzorka 

korištenjem početnica za gen MIE. U ovoj skupini, DNA HCMV-a nije utvrđena niti u 

jednom ispitivanom uzorku korištenjem početnica za gen gB (Slika 13).  

U skupini adenokarcinoma pluća bez mutacija u genu EGFR kod kojih je dokazan 

imunosni odgovor specifičan za HCMV, DNA HCMV-a utvrđena je u jednom uzorku 

korištenjem početnica za gen MIE i u tri uzorka  korištenjem početnica za gen gB (Slika 

13). 

 Kod negativnog imunosnog odgovora specifičnog za HCMV, DNA HCMV-a nije 

utvrđena niti u jednom ispitivanom uzorku adenokarcinoma pluća korištenjem početnica 

za gen MIE, ali je utvrđena u jednom uzorku adenokarcinoma pluća bez mutacija u genu 

EGFR korištenjem početnica za gen gB. 
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Značajna povezanost između imunosnog odgovora specifičnog za antigene 

HCMV-a i prisutnosti DNA HCMV-a u tumorskim stanicama nije utvrđena između 

ispitivanih skupina adenokarcinoma pluća.  

 

 

 

 

Slika 13. Prisutnost DNA citomegalovirusa u dvjema podskupinama adenokarcinoma 

pluća s imunosnim odgovorom specifičnim za citomegalovirus. Kratice: EGFR+, 

adenokarcinomi pluća s mutacijama u genu EGFR; EGFR-, adenokarcinomi pluća bez 

mutacija u genu EGFR; HCMV, od eng. human cytomegalovirus; MIE, neposredno rani 

geni; gB, glikoprotein B. 
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5. RASPRAVA 

 

U ovom istraživanju analizirani su uzorci bolesnika s novootkrivenim 

adenokarcinomom pluća sa i bez mutacija u genu EGFR, kako bi se utvrdile razlike u 

imunosnom odgovoru potaknute promjenama transkriptoma tumorskih stanica ili 

prisutnošću virusa HCMV.  

Rezultati ovog istraživanja pokazali su značajno višu razinu ekspresije gena IL-

1β i CXCR4 u skupini adenokarcinoma pluća bez mutacija u genu EGFR u odnosu na 

skupinu adenokarcinoma pluća s mutacijama u genu EGFR.  

Interleukin IL-1β važan je medijator upalnog odgovora i ima protumorigenu ulogu 

kod različitih vrsta karcinoma (Petrella i sur., 2012.; Tan i sur., 2021.). Uključen je u 

imunosupresiju mikrookoliša tumora tako što potiče neutrofile na inhibiciju citotoksičnih 

limfocita T, suprimira funkciju stanica NK, i potiče pomoćničke limfocite T na 

proizvodnju citokina IL-22, što rezultira rastom i širenjem tumora. Polimorfizmi jednog 

nukleotida gena IL-1β, G-1464C (rs1143623) i G-3893A (rs12621220) povezani su s 

povećanom ekspresijom gena IL-1β, mutacijama gena TP53, i povećanim rizikom za 

nastanak karcinoma pluća nemalih stanica (Garon i sur., 2020.). Ovim istraživanjem 

utvrđena je devet puta viša razina ekspresije gena IL-1β kod skupine adenokarcinoma 

pluća bez mutacija u genu EGFR u odnosu na skupinu adenokarcinoma pluća s 

mutacijama u genu EGFR, što može upućivati na lošiju prognozu u skupini 

adenokarcinoma pluća bez mutacija u genu EGFR. Poznato je da IL-1β potiče invaziju i 

metastaziranje tumorskih stanica te je odgovoran za agresivniji oblik različitih vrsta 

karcinoma (Tan i sur., 2021.). Visoka razina ekspresije gena IL-1β povezana je sa 

skraćenim preživljenjem kod karcinoma pluća nemalih stanica (Zhang i Veeramachaneni, 

2022.). Supresija gena IL-1β sprečava metastaziranje tumora u udaljena tkiva i organe te 

dovodi do smanjenja tumora (de Luca i sur., 2012.; Nguyen i Spranger, 2020.; Tan, 2020.), 

što ukazuje na ulogu IL-1β i njegovih nizvodnih efektora kao potencijalnih biomarkera 

kod karcinoma pluća nemalih stanica (Zhang i Veeramachaneni, 2022.). Značajno snižena 

razina ekspresije gena IL-1β kod adenokarcinoma pluća s mutacijama u genu EGFR može 

biti rezultat povećane kinazne aktivnosti EGFR-a i aktivacije unutarstanične kaskade 

RAS/RAF/MAPK. Prisutnost mutacija u genu EGFR dovodi i do aktivacije signalne 
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kaskade PI3K/AKT/mTOR preko koje imunosupresivno djeluju brojni citokini poput IL-

1β.  

Ovim istraživanjem utvrđena je i 19  puta viša razina ekspresije gena CXCR4 kod 

skupine adenokarcinoma pluća bez mutacija u genu EGFR u odnosu na skupinu 

adenokarcinoma pluća s mutacijama u genu EGFR. Rezultati visoke razine ekspresije 

gena CXCR4 povezuju se s udaljenim metastazama i lošim ishodima liječenja kod 

bolesnika s uznapredovalim tumorima, uključujući karcinom dojke, glave i vrata, jajnika, 

i karcinom pluća pločastih i nemalih stanica što CXCR4 čini potencijalnom metom za 

primjenu pametnih lijekova u terapiji ovih karcinoma (Wald, 2018.; Wang i sur., 2015.; 

Qiu i sur., 2022.). Kemokinski receptor CXCR4 i njegov ligand CXCL12/SDF-1 (SDF-

1, od eng. stromal cell-derived factor 1) omogućuju invaziju i migraciju tumorskih stanica 

i angiogenezu pomoću aktivacije signala preko signalnog puta koji uključuje PI3K i 

MAPK (Zhang i sur., 2015.; Lüke i sur., 2018.). Utjecaj kemokinskog receptora CXCR4 

na aktivaciju signala započinje vezanjem CXCL12 na CXCR4 koje dovodi do aktivacije 

signalizacije ovisne o G-proteinu i putovima MAPK, PI3K i PLC (od eng. phospolipase 

C), što rezultira mobilizacijom kalcija, staničnom proliferacijom, diferencijacijom, 

migracijom i adhezijom. Kemokinski receptor CXCR4 može formirati heterodimer s 

ACKR3 (CXCR7), koji doprinosi modulaciji signalizacije CXCL12/CXCR4 (Shi i sur., 

2020.). U T-stanicama, CXCR4 ulazi u interakciju s CD3/TSR. Aktivacija kemokinskog 

receptora CXCR4 pomoću CXCL12 potiče stvaranje imunoloških sinapsa s antigen 

prezentirajućim stanicama i aktivaciju puta RAS/ERK. Interakcija tumorskih stanica s 

CXCR4 uzrokuje fosforilaciju CXCR4-S339, što dovodi do aktivacije i sinteze PREX-

Rac1, i sekrecije citokina. U stanicama karcinoma, kemokinski receptor CXCR4 i CD47 

stvaraju kompleks. Vezanje CXCR4 i CXCL12 potiče kointernalizaciju CXCR4-CD47. 

Smanjenje površinskog CD47 omogućuje fagocitozu tumorskih stanica pomoću 

makrofaga (Mezzapelle i sur., 2022.). Rezultati ovog istraživanja, u kojem je utvrđena 

značajno viša razina ekspresije gena CXCR4 u skupini adenokarcinoma pluća bez 

mutacija u genu EGFR, mogu govoriti u prilog lošije prognoze.  

 Statistički značajne razlike u udjelima analiziranih limfocitnih potpopulacija 

između ispitivanih skupina adenokarcinoma pluća nisu utvrđene ovim istraživanjem. 

Međutim, primjećene su niže vrijednosti citotoksičnih limfocita T i više vrijednosti 

stanica NK u krvi skupine ispitanika s adenokarcinomom pluća s mutacijama u genu 
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EGFR u odnosu na skupinu ispitanika s adenokarcinomom pluća bez mutacija u genu 

EGFR. Rezultati ovog istraživanja pokazali su da su količine limfocita T, citotoksičnih i 

pomoćničkih limfocita T, i stanica NK u negativnoj korelaciji u perifernoj krvi obje 

skupine ispitanika s adenokarcinomom pluća (p<0,05). Utvrđen je niži imunosni odgovor 

temeljen na stanicama NK u odnosu na specifični imunosni odgovor unutar kojeg su 

zastupljeni  citotoksični i pomoćnički limfociti T, u perifernoj krvi kod obje skupine 

ispitanika s adenokarcinomom pluća. Reakcija imunosnog sustava potiče migraciju većeg 

broja citotoksičnih limfocita T i stanica NK na mjesto stvaranja tumora, stoga se povišene 

vrijednosti ovih stanica mogu očekivati u mikrookolišu tumora (Abbas i sur., 2018.). Na 

mjestima razvoja tumora, povećane koncentracije različitih citokina mogu trajno 

aktivirati signalne putove poput puta PI3K/AKT/mTOR što pak dovodi do smanjenja 

broja limfocita T i stanica NK u mikrookolišu tumora (Nguyen i Spranger, 2020.; Tan, 

2020.). Fibroblasti povezani s tumorom lučenjem IL-1β mogu potaknuti aktivaciju 

signalnih putova PI3K i NF-κB unutar tumorskih stanica i također uzrokovati 

imunosupresiju (Lopez-Castejon i Brough, 2011.). Aktivacija signalnog puta NF-κB 

može rezultirati i povećanim lučenjem kemokina koji privlače citotoksične limfocite T i 

omogućuju njihovu infiltraciju na mjesto upale (Hoesel i Schmid, 2013.; Li i sur., 2022.).  

Rezultati analize prisutnosti infekcije tumorskih stanica HCMV-om u ovom 

istraživanju nisu pokazali statistički značajne razlike između ispitivanih skupina 

adenokarcinoma pluća, za razliku od prije objavljenog istraživanja na manjoj skupini 

bolesnika (Harabajsa i sur., 2023.). U ovom istraživanju, HCMV je detektiran u 15,7% 

adenokarcinoma pluća s mutacijama u genu EGFR i kod jednog uzorka adenokarcinoma 

pluća bez mutacija u genu EGFR, korištenjem početnica za gen MIE. Rezultati detekcije 

HCMV-a, u ovom istraživanju, niži su u odnosu na rezultate drugog istraživanja kod kojeg 

je korišten isti set početnica za detekciju gena MIE i gdje je on detektiran u 23% ispitanika 

s karcinomom pluća. U tom istraživanju cilj nije bio istražiti karcinome s mutacijom 

EGFR-a, pa nije poznato koliko od ispitanika s karcinomom pluća kod kojih je utvrđena 

prisutnost HCMV-a ima i mutaciju u genu EGFR (Giuliani i sur., 2007.). Korištenjem 

početnica za gen gB, HCMV je detektiran u 7,8% adenokarcinoma pluća bez mutacija u 

genu EGFR, međutim, nije detektiran u skupini adenokarcinoma pluća s mutacijama u 

genu EGFR. Rezultati ovog istraživanja pokazuju prisutnost HCMV-a u adenokarcinomu 

pluća, ali i upozoravaju na  pouzdanost detekcije s obzirom na metodu koja se koristi.  
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U skupini adenokarcinoma pluća bez mutacija u genu EGFR utvrđena je statistički 

značajna povezanost između više razine ekspresije gena CXCR4 i infekcije tumorskih 

stanica HCMV-om. Razlog ove povezanosti mogao bi biti onkogeni potencijal HCMV 

virusa. Posljedica infekcije HCMV-om ima snažan upalni odgovor s oslobađanjem 

proupalnih citokina IL-1 i TNF-a (Jarvis i sur., 2006.). Također, virusni IL-10 i US27 

omogućuju kontrolu signalizacije CXCL12/CXCR4 i na taj način osiguravaju 

perzistiranje i širenje HCMV-a. Signalizacija CXCL12/CXCR4 je pojačana u stanicama 

zaraženim HCMV-om (Tu i sur., 2018.). Virusi se učestalo opisuju kao etiološki faktor u 

tumorigenezi, međutim, promjene u imunosnom odgovoru koje mogu biti uzrokovane 

prisustvom HCMV-a u pozadini adenokarcinoma pluća sa i bez mutacija u genu EGFR 

nisu dovoljno istražene. S obzirom da je kombinacija povišene razine ekspresije gena 

CXCR4 i infekcije tumorskih stanica HCMV-om utvrđena kao statistički značajna na 

malom broju uzoraka adenokarcinoma pluća bez mutacija u genu EGFR, istraživanje je 

potrebno proširiti na veći broj ispitanika kako bi se potvrdila uloga HCMV-a u etiologiji 

ovog podtipa adenokarcinoma pluća. Povezanost između prisutnosti HCMV-a u 

tumorskim stanicama i razine ekspresije gena IL-1β nije utvrđena ovim istraživanjem iako 

je ona pokazana u prijašnjim radovima (Iwamoto i sur., 1990.; Yang, 2002.). Neki od 

upalnih procesa povezanih s infekcijom HCMV-om mogu biti posljedica djelovanja 

produkata HCMV IE gena na gen IL-1β što može uzrokovati njegovu povećanu ekspresiju 

(Iwamoto i sur., 1990.). Međutim, ekspresija IE1 i IE2, ovisno o transkripcijskom faktoru 

Spi/1, može aktivirati mehanizam za potiskivanje ekspresije gena IL-1β i ujedno 

omogućiti HCMV-u izbjegavanje imunosnog odgovora (Yang, 2002.).  

 Rezultati ovog istraživanja pokazali su gotovo jednak postotak slučajeva s 

imunosnim odgovorom specifičnim za HCMV u skupini adenokarcinoma pluća s 

mutacijama u genu EGFR (62,1%) i u skupini adenokarcinoma pluća bez mutacija u genu 

EGFR (50,9%). Nakon infekcije HCMV-om, dolazi do aktivacije citotoksičnih i 

pomoćničkih limfocita T i stanica NK kako bi došlo do eliminacije virusa pri čemu se 

stvara i otpušta citokin IFN-γ. Broj citotoksičnih limfocita T specifičnih za HCMV i 

količina IFN-γ omogućuju predviđanje rizika od razvoja HCMV bolesti (Viera Braga i 

sur., 2015.; Kobayashi i sur., 2017.). Rezultati ovog istraživanja podudaraju se s 

rezultatima prije objavljenog istraživanja u kojoj prevalencija ovog virusa u populaciji 

iznosi oko 55%-100% (Zuhair i sur., 2019.). Međutim, rezultati ovog istraživanja nisu u 
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korelaciji s objavljenim rezultatima seroprevalencije HCMV-a za Republiku Hrvatsku, a 

koji iznose 74,4% (Vilibic-Cavlek i sur., 2017.). Seroprevalencija HCMV-a u 2017. 

godini analizirana je na općoj populaciji Republike Hrvatske dok se ovo istraživanje 

temelji na malom broju oboljelih od adenokarcinoma pluća, čime se mogu objasniti 

razlike u dobivenim rezultatima.  
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6. ZAKLJUČCI 

 

1. U skupini adenokarcinoma pluća bez mutacija u genu EGFR, geni IL-1β i CXCR4 

značajno su više eksprimirani nego u skupini adenokarcinoma pluća s mutacijama 

u genu EGFR. 

2. Značajne razlike u imunosnom odgovoru između skupine adenokarcinoma pluća 

s mutacijama u genu EGFR i skupine adenokarcinoma pluća bez mutacija u genu 

EGFR nisu utvrđene. 

3. Značajna razlika infekcije tumorskih stanica  HCMV-om između adenokarcinoma 

pluća s mutacijama u genu EGFR i adenokarcinoma pluća bez mutacija u genu 

EGFR nije utvrđena.  

4. U skupini adenokarcinoma pluća bez mutacija u genu EGFR, gen CXCR4 više je 

eksprimiran ako su tumorske stanice inficirane  HCMV-om.   

5.  Značajna razlika u imunosnom odgovoru na antigene HCMV-a između 

adenokarcinoma pluća s mutacijama u genu EGFR i adenokarcinoma pluća bez 

mutacija u genu EGFR nije utvrđena.  
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8. PRILOG 

 

 

Prilog 1. Prikaz razmještaja uzoraka, mitogena, negativnih kontrola i standarda u analizi testom QuantiFERON CMV ELISA 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 1N 3N 5N 7N 9N S1 S1 13N 15N 17N 19N 21N 

B 1CMV1 3CMV1 5CMV1 7CMV1 9CMV1 S2 S2 13CMV1 15CMV1 17CMV1 19CMV1 21CMV1 

C 1CMV2 3CMV2 5CMV2 7CMV2 9CMV2 S3 S3 13CMV2 15CMV2 17CMV2 19CMV2 21CMV2 

D 1M 3M 5M 7M 9M S4 S4 13M 15M 17N 19M 21M 

E 2N 4N 6N 8N 10N 11N 12N 14N 16N 18M 20N 22N 

F 2CMV1 4CMV1 6CMV1 8CMV1 10CMV1 11CMV1 12CMV1 14CMV1 16CMV1 18CMV1 20CMV1 22CMV1 

G 2CMV2 4CMV2 6CMV2 8CMV2 10CMV2 11CMV2 12CMV2 14CMV2 16CMV2 18CMV2 20CMV2 22CMV2 

H 2M 4M 6M 8M 10M 11M 12M 14M 16N 18M 20M 22M 

S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standard 3), S4 (Standard 4); 1 N (Uzorak 1. Nil plazma), 1CMV1 (Uzorak 1. CMV1 plazma), 

1CMV2 (Uzorak 1. CMV2 plazma), 1 M (Uzorak 1. Mitogen plazma) 
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