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1. Uvod

Rak predstavlja skupinu bolesti koju karakterizira nekontroliran rast i dioba stanica te
invazija i Sirenje stanica raka u okolna tkiva i udaljene organe. Glavne karakteristike raka su
autonomija signala rasta, izbjegavanje signala inhibitora rasta, izbjegavanje imunoloskog
odgovora, neogranic¢ena sposobnost replikacije, upalom potaknuta tumorigeneza, metastaziranje,
nestabilnost genoma, izbjegavanje stani¢ne smrti, reprogramiranje stani¢ne energetike |
neoangiogeneza tj. stvaranje novih krvnih zila (Slika 1.) (Hanahan i Weinberg 2011). Izraz koji
koristimo za svaku promijenjenu proliferaciju stanica (dobro¢udnu ili zlo¢udnu) u tijelu je tumor
(Cooper 1 Hausman 2004). Priblizno 85% zlocudnih tumora nastaje u epitelnim stanicama i
klasificiraju se kao karcinomi (Pecorino 2012). Naj¢es¢i tipovi karcinoma u ¢ovjeka su karcinom

prostate, dojke, pluca 1 debelog crijeva (Cooper i Hausman 2004).

Autonomija Izbjegavanje signala
signala rasta inhibitora rasta

Reprogramiranje stanicne
energetike

Izbjegavanje imunoloskog
odgovora

Izbjegavanje stanicne
smrti

Neogranicena sposobnost
replikacije

Nestabilnost genoma i

Upalom potaknuta
mutacije

tumorigeneza

Neoangiogeneza Metastaziranje

Slika 1. Glavne karakteristike raka (prilagodeno na temelju Hanahan i Weinberg 2011).



1.1. Karcinom debelog crijeva

Karcinom debelog crijeva (CRC od engl. colorectal cancer) jedan je od najces¢ih
zlo¢udnih tumora od kojeg godis$nje u svijetu oboli vise od 1.2 milijuna ljudi te se zabiljezi vise
od 600 000 smrtnih sluc¢ajeva. Javlja se podjednakom ucestalos¢u u muskaraca i Zena, a
pojavnost sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva raste sa staro$¢u pacijenata. Srednja dob
dijagnosticiranja je oko 70 godina u razvijenim zemljama (Brenner i sur. 2014). Petogodisnja
stopa prezivljenja za oboljele od karcinoma debelog crijeva iznosi 60-95% u pocetnim stadijima
te se drasti¢no smanjuje na 35% u stadijima kada su zahvaceni regionalni limfni ¢vorovi. Zbog
kasnog uocCavanja simptoma i1 kasnog dijagnosticiranja, tumori debelog crijeva se najcesce
otkrivaju u kasnim stadijima bolesti §to zna¢ajno smanjuje mogucnosti za primjenu djelotvornog
lijeCenja. NajviSe stope pojavnosti oboljelih od karcinoma debelog crijeva zabiljezene su u
Australiji, Novom Zelandu, zapadnoj Europi 1 sjevernoj Americi dok su najnize zabiljezene u
Aziji 1 Africi. UoCeno je da stope pojavnosti karcinoma debelog crijeva znaCajno rastu u
zemljama koje su bile poznate po niskom riziku za pojavu ovog karcinoma, primjerice u
Spanjolskoj te zemljama istoéne Europe i Aziji. Pretpostavlja se da je razlog tomu promjena
zivotnog stila i prehrane, 0dnosno smanjena fizicka aktivnost, povecana konzumacija alkohola i
pusenje, povecana konzumacija crvenog mesa, Secera i zivotinjskih masti te smanjena

konzumacija vlakana u prehrani (Mogoanta i sur. 2014).
1.1.1. Morfoloska obiljezja karcinoma debelog crijeva

Najveci broj sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva nastaje iz adenoma, dobro¢udnih
tumora koji nastaju uslijed proliferacije stanica epitela sluznice debelog crijeva i predstavljaju
najraniji stadij u nastanku ovog zlo¢udnog tumora. Zlo¢udnom preobrazbom stanica adenoma
nastaje zloudni tumor koji daljnjom proliferacijom prelazi u lokalno invazivni, odnosno
metastatski tumor koji se Siri u susjedne trbuSne organe (primjerice mokraéni mjehur i tanko
crijevo), regionalne limfne ¢vorove 1 udaljene organe. Karcinomi debelog crijeva metastaziraju
putem krvnih Zila (hematogeno npr. u jetru) odnosno limfnih zila (limfogeno u regionalne 1

udaljene limfne ¢vorove) (Cooper i Hausman 2004).



Desna strana debelog crijeva ukljucuje proksimalne 2/3 poprecnog crijeva te uzlazno i
slijepo crijevo. Lijeva strana debelog crijeva ukljucuje distalnu tre¢inu poprecnog crijeva te
silazno, sigmoidalno i zadnje crijevo (Baek 2017). Opsezna analiza klinickih studija je pokazala
da su u slucaju smjestaja karcinoma s desne strane crijeva pacijenti imali loSije prezivljenje u
odnosu na pacijente kojima je tumor bio smjeSten na lijevoj strani crijeva (Slika 2.) (Petrelli

2016).

DESNO LIJEVO

Poprecno debelo crijevo 10%

~

B '-\\ _‘..— ¢

N e

N x — -
a——

i

Uzlazno debelo crijevo30% &

Silazno debelo crijevo 15%

Slijepo crijevo

- Sigmoidalno debelo
‘ ? ‘l. 9- crijevo 25%

Zadnje crijevo (rektum) 20%

Slika 2. Ucestalost pojave karcinoma debelog crijeva ovisno o smjestaju (prilagodeno prema

https://newsnetwork.mayoclinic.org).

Karcinomi debelog crijeva Klasificiraju se prema stadijima po Dukes'-u za koje je
dokazano da su dobar prognosticki pokazatelj za oboljele od ovog zlo¢udnog tumora.
Klasifikacija po Dukes' — u obuhvacéa sljedece stadije: Dukes' A karcinom ograni¢en na stijenku
debelog crijeva bez Sirenja u regionalne limfne ¢vorove ili susjedna tkiva, Dukes' B tumor se Siri
na okolna tkiva ali nisu zahvaceni regionalni limfni ¢vorovi, Dukes' C zahvaceni su i regionalni
limfni évorovi. Stadij Dukes' D podrazumijeva prisustvo metastaza u udaljenim organima (Slika

3.) (Astler i Coller 1954).



Zahvaceni
limfni ¢vor

Metastaziranje

Slika 3. Klasifikacija karcinoma debelog crijeva po Dukes'-u (prilagodeno prema

http://www.advmodoncolres.com).

1.1.2. Molekularna genetika sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva

Najveci broj karcinoma debelog crijeva (75%) javlja se u sporadi¢nom obliku kao
posljedica naCina Zivota te utjecaja Cimbenika okoliSa. Poznati ¢imbenici rizika za nastanak
karcinoma debelog crijeva su mutageneza uzrokovana hranom, zagadenjem, odredene
komenzalne bakterije te kroni¢na upala crijeva (Yesudhas i sur. 2014). Upalna bolest crijeva
(IBD od engl. inflammatory bowel disease) je poligenski autoimuni poremecaj ¢iji su glavni
klini¢ki fenotipovi Chronova bolest i ulcerozni kolitis. Pacijenti koji boluju od ulceroznog
kolitisa ili Chronove bolesti imaju povecani rizik za razvoj karcinoma debelog crijeva (Sipos i
sur. 2014). Oko 25% karcinoma debelog crijeva javlja se kao posljedica nasljednih sindroma koji
nose povecani rizik za obolijevanje od ovog zlo¢udnog tumora, obiteljske adenomatozne
polipoze (FAP od engl. familial adenomatous polyposis) i nasljednog nepolipoznog karcinoma
debelog crijeva (HNPCC od engl. hereditary non-polyposis colon cancer ili sindroma Lynch)
(Migliore i sur. 2011).


http://www.advmodoncolres.com/index.php/AMOR/announcement/view/47

Karcinom debelog crijeva jedan je od prvih i najbolje molekularno okarakteriziranih
solidnih tumora (Dienstmann 2017). Molekularno-geneticka sekvenca nastanka karcinoma
debelog crijeva po prvi je puta opisana 1990. godine (Volgenstein i Fearon) i poznata je kao
adenom-karcinom sekvenca. Razvoj karcinoma debelog crijeva je dugogodisnji stupnjeviti
proces koji nastaje uslijed nakupljanja mutacija u onkogenima (KRAS), tumor supresorskim
genima (APC od engl. Adenomatous Polyposis Coli, p53, SMAD4) i genima za popravak krivo
sparenih baza u DNA (MMR od engl. MisMatch Repair) (Dienstmann 2017). Mutacija gena
APC je dokazana u veéini sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva. Istrazivanja su pokazala da je
inaktivacija gena APC jedan od najranijih, a moguce i inicijalni dogadaj u znacajnom broju
karcinoma debelog crijeva ukljucujuéi 1 sporadi¢ni karcinom debelog crijeva (Gryfe 1 sur. 1997).
Mutacija se nalazi u adenomima ili karcinomima ali ne i u okolnom tkivu $to znaci da je
somatskog porijekla. Stoga, mutacija gena APC predstavlja rani dogadaj koji je nastao u jednoj
stanici iz koje se zatim razvio adenom procesom klonalne ekspanzije. Sljede¢i rani dogadaj u
tumorigenezi karcinoma debelog crijeva je mutacija gena KRAS koja je prisutna samo u 20%
adenoma s mutacijama gena APC §to potvrduje pretpostavku da mutacija gena APC prethodi
mutaciji gena KRAS (Carethers i Jung 2015). Mutirani oblik proteina KRAS kontinuirano
stimulira nizvodni prijenos signala u proliferativnim signalnim putevima (Gryfe i sur. 1997).
Takoder se pretpostavlja da bi aktivirani protein KRAS mogao imati znafajnu ulogu u
transformaciji adenoma u karcinome (Al-Sohaily i sur. 2012). U veéine karcinoma debeloga
crijeva (70%) dokazan je gubitak heterozigotnosti na kromosomu 18 te zbog toga dolazi do
inaktivacije tumor supresor gena SMAD4. Delecija gena SMAD4 sudjeluje u progresiji adenoma
te se pretpostavlja da je povezana s loSom prognozom u oboljelih (Pritchard 1 Gardy 2011).
Mutacija tumor supresor gena p53 predstavlja kasni dogadaj u tumorigenezi debelog crijeva (Al-
Sohaily 1 sur. 2012). Navedena mutacija je najznacajnija u zlo¢udnoj transformaciji. IstraZivanja
su pokazala da se mutacija jednog alela gena p53 te gubitak heterozigotnosti drugog alela
podudara sa zlo¢udnom transformacijom adenoma u adenokarcinom. Mutirani protein p53
omogucava klonalnu ekspanziju stanica unutar adenoma koje sada imaju zlocudni potencijal
(Slika 4.) (Carathers i Jung 2015).
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Slika 4. Tumorigeneza karcinoma debelog crijeva, genetski put razvoja karcinoma debelog crijeva iz

normalne sluznice do invazivnog karcinoma (prilagodeno na temelju Raskov 2017).

Najnovija istrazivanja ukazuju na povezanost kroni¢ne upale i nastanak karcinoma.
Upala je u nekim slucajevima vidljiva u najranijim fazama napredovanja tumora te je dokazano
da ima sposobnost poticanja napredovanja ranih stadija tumora u zlo¢udne invazivne karcinome.
Upalne stanice u mikrookoliSu tumora oslobadaju molekule (citokine i kemokine) koje poticu
stanice zlo¢udnog tumora na proliferaciju, te tako pojacavaju invazivnost i metastatski potencijal

zlo¢udnog tumora (Hanahan 1 Weinberg 2011).

1.2. Upala i tumorigeneza

Pokazano je da upala doprinosi razvoju glavnih karakteristika raka na temelju brojnih
primjera povezanosti kroni¢ne upale i1 nastanka karcinoma poput: upalna bolest crijeva i
karcinom debelog crijeva, kroni¢ni pankreatitis i rak gusSterace, hepatitis i hepatocelularni
karcinom, upala epitela jajnika i karcinom jajnika, kroni¢na astma i karcinom bronha, kroni¢na
upala zu¢nog mjehura i karcinom Zzuénog mjehura, gastritis uzrokovan Helicobacter pylori i
karcinom Zeluca, Epstein-Barr virus i Burkittov limfom, HPV i genitalni karcinomi (Korneev i
sur. 2016).

Mikrookoli§ tumora ukljucuje razne stanice urodene imunosti (makrofagi, neutrofili,
mastocite, MDSC (od engl. myeloid-derived suppressor cells), dendriticke stanice i NK-stanice
(od engl. natural killer)) i adaptivne (limfociti B i T) imunosti, te stanice karcinoma i strome

(sastoji se od fibroblasta, endotelnih stanica, pericita i mezenhimalnih stanica). Navedene stanice
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tumorskog mikrookoliS$a medusobno komuniciraju putem direktnih interakcija ili putem
produkcije kemokina i citokina. Imunoloske stanice u mikrookolisu tumora postaju
imunosupresivne ili tumor stimulirajue, ovisno o ispoljavanju imunoloskih medijatora i
modulatora te gustoci i aktivacijskom stanju razlicitih tipova stanica u tumorskom mikrookolisu.
Najcesca vrsta imunoloskih stanica u tumorskom mikrookoliSu su tumoru pridruzeni makrofagi
(TAM od engl. tumor-associated macrophages) i T-stanice. Stanice TAM poticu rast tumora te
su neophodni u neoangiogenezi, invaziji i metastaziranju. Velika koncentracija stanica TAM u
tumorskom mikrookoliSu je uglavnom povezana s loSijom prognozom oboljelih. Povecani broj
T-stanica konkretno citotoksi¢nih T-stanica (CTL od engl. cytotoxic T cells) i Tnl-stanica (od
engl. T helper 1 cells) je povezan s boljim prezivljenjem oboljelih u slu¢aju invazivnog
karcinoma debelog crijeva. Novija istrazivanja su pokazala da proinflamatorna infiltracija strome
regulatornim T-stanicama (Treg), TH17-stanicama poti¢e tumorigenezu te je u ovom slucaju losije
prezivljenje oboljelih. Jedine stanice koje do sada nisu pokazale tumor stimulirajuéu ulogu su
NK-stanice (Grivennikov i sur. 2010, Dienstmann i sur.2017).

Kroni¢na upala moze sudjelovati u svim fazama tumorigeneze ukljucujuci nastanak i
napredovanje tumora, invaziju, metastaziranje te izbjegavanje imunoloSkog odgovora. Stani¢ni
stres koji nastaje kao posljedica upale moze uzrokovati oste¢enje DNA ili gensku nestabilnost.
Kroni¢na upala takoder moze izazvati mutacije gena i potaknuti epigeneticke mehanizme koji
pogoduju zlocudnoj preobrazbi stanica (Sipos i sur. 2014). U uvjetima kroni¢ne upale je narocito
izrazen oksidativni stres, uglavnom zbog privla¢enja neutrofila i makrofaga. Ove stanice se
aktiviraju u tkivu zahvac¢enom upalom gdje proizvode reaktivne kisikove radikale i reaktivni
dusik (RON) koji u konacnici vode do oste¢enja DNA (mutacije gena, nestabilnosti genoma i
promijenjene metilacije). Moguce je da su RON-ovi u interakciji s genima uklju¢enim u
tumorigenezu karcinoma debelog crijeva (p53, DNA MMR, NF-xB (od engl. nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)) i enzimom COX-2 (od engl. cyclooxygenase 2)
(Cammarota i sur. 2010).

Tumorske stanice koje ispoljavaju receptore TLR (od engl. Toll-like receptors) mogu
direktno ili indirektno doprinijeti tumorigenezi. Aktivacija signalnog puta TLR bi mogla poticati
invaziju tumora, izbjegavanje apoptoze, kemorezistenciju, napredovanje tumorske bolesti i
metastaziranje (Sipos i sur. 2014). Signalni put TLR/MyD88 neophodan je za razvoj karcinoma

debelog crijeva uslijed upale uzrokovane mikrobiomom crijeva. Takoder, pokazano je da je



visoko ispoljavanje proteina TLR4 i MyD88 povezano s losijom prognozom u oboljelih od
karcinoma debelog crijeva (Li T.-T. i sur. 2014).

U slu¢ajevima kroni¢ne upale, kada su zahvaceni organi s velikom epitelnom povrSinom
(npr. IBD), funkcija epitelne barijere kljuna je za nastanak bolesti. Znamo da je crijevni epitel
bogato nastanjen rezidentnom bakterijskom florom, stoga ne cudi bitna uloga urodenog
imunoloskog sustava u razlikovanju mikrobioma crijeva od Stetnih bakterija kako bi se odrzala
homeostaza. Kroni¢ni upalni odgovor crijevnog epitela je uglavnom uzrokovan promijenjenom
imunoloSkom kontrolnom mreZom, te je u konacnici odgovoran za podloZnost nastanku

karcinoma debelog crijeva (Sipos i sur. 2014).

1.3. Receptori TLR u tumorigenezi

Receptori TLR osim prepoznavanja mikroba sudjeluju i u prepoznavanju
unutarstani¢nih promjena i1 podeSavanju imunoloskog odgovora, zbog ¢ega su bitna komponenta
u homeostazi imunoloskog sustava. Promijenjena aktivacija receptora TLR mijenja normalne
fizioloske procese te uzrokuje upalne bolesti, karcinome i autoimune bolesti. Pretpostavlja se da
receptori TLR imaju vaznu ulogu u razvoju karcinoma debelog crijeva i to uslijed promjena u
mikrobiomu crijeva. Signaliziranje receptora TLR je prisutno prilikom upalnih odgovora u
stanicama epitela sluznice crijeva (IEC od engl. intestinal epithelial cells). Upalni signali
sudjeluju u kompleksnim interakcijama crijevnog mikrobioma i receptora TLR, te su neophodni
za proliferaciju stanica epitela sluznice crijeva, imunoloski odgovor, popravak i homeostazu
(Yesudhas i sur. 2014).

Razvoj karcinoma ovisi o interakcijama izmedu stanica tumora i zdravih stanica
okolnog tkiva (Korneev i sur. 2016). lzuzev zdravih stanica, receptori TLR mogu biti ispoljeni i
na tumorskim stanicama (Tartey i Takeuchi 2017). Potencijalno, tumor-stimuliraju¢u ulogu
pokazuju receptori TLR na tumorskim stanicama i stanicama tumorskog mikrookolisa koji mogu
prenositi proinflamatorne, anti-apoptotske ili proliferativne signale. Znacajni tumor-stimuliraju¢i
ucinak receptora TLR je dugotrajna aktivacija nizvodnog signalnog puta transkripcijskog faktora
NF-xB (Sipos i sur. 2014). Aktivacija signalnog puta NF-kB u stanicama koje poti¢u nastanak
karcinoma debelog crijeva moze odrzati daljnji rast i napredovanje tumora preko produljene
aktivacije signalnih puteva u mehanizmima regeneracije tkiva i upale (samoobnavljanje

pluripotentnih tumorskih stanica) (Li T.-T. i sur. 2014). Takoder, aktivacijom receptora TLR Kkoji
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preko signalnog puta NF-kB povecava koli¢inu otpustenih proinflamatornih citokina (IL-1p,
TNFa, IL-6) stvara se mikrookoli§ tumora koji poti¢e upalu te aktivaciju i Sirenje mijeloidnih
supresorskih stanica (Sipos i sur. 2014, Korneev i sur. 2016). Signalni put receptora TLR je
ukljucen i u inhibiciju apoptoze preko transkripcijskog faktora NF-kB. Smatra se da signalni put
NF-kB predstavlja vazan anti-apoptotski put zbog kontrole ekspresije anti-apoptotskih gena, te
zbog ograniCavanja aktivacije pro-apoptotskih puteva (Sipos i sur. 2014).

1.4. Struktura i funkcija receptora TLR

Receptori TLR su evolucijski konzervirani proteini prisutni u kraljeSnjacima i
beskraljeSnjacima te spadaju u obitelj receptora PRR ( od engl. pattern recognition receptor)
(Vaure 1 Liu 2014). U ¢ovjeka je poznato 10 razliCitih receptora TLR (Kutkhin 2010). Urodeni
imunoloski sustav je uglavnom reguliran i aktiviran pomocu receptora TLR (od engl. toll-like
receptors) koji se nalaze na membranama stanica imunoloSskog sustava (npr. neutrofili,
dendriti¢ke stanice 1 makrofagi), te na stanicama koZe, genitourinarnog i gastrointestinalnog
trakta (Semlali 1 sur. 2016). Smjestaj receptora TLR je ili na stani¢noj povrsini (TLR1,2,4,5,6) ili
u endosomima (TLR3,7,8,9) (Kawai i Akira 2006).

Receptori TLR su transmembranski glikoproteini tipa 1 koji su gradeni od izvanstani¢ne
domene bogate leucinom i transmembranske domene (jedna transmembranska zavojnica), te
unutarstani¢éne Toll-interleukin 1 receptor (TIR) domene. lzvanstaniéna domena prepoznaje
molekularni uzorak patogena (PAMP, od engl. pathogen-associated molecular patterns) koji
moze biti lipid, lipoprotein, protein ili nukleinska kiselina porijeklom od Sirokog spektra mikroba
ukljucujuéi bakterije, viruse, parazite i gljive. Unutarstanicna domena TIR potrebna je za
nizvodni prijenos signala (Kawai i Akira 2010). Unutarstaniéne domene receptora TLR su
homologne, no razlika u strukturi izvanstaniéne domene kljuéna je za razlike u nacinu
raspoznavanja mikroba od strane pojedinih receptora TLR (Kutkhin 2010). Proucavanjem
signalnog puta TLR otkriven je adaptorski protein MyD88 (engl. myeloid differentiation primary
response gene 88) koji sadrzi domenu TIR. Otkrivene su i druge adaptorske molekule s
domenom TIR §to dokazuje da pojedini receptori TLR privlace odredene adaptorske molekule
Sto u konacnici rezultira specifiénim imunoloskim odgovorom (Kawai 1 Akira 2010).

Aktivirani receptori TLR poti¢u ispoljavanje proinflamatornih citokina i sazrijevanje

antigen prezentirajucih stanica urodenog imunoloskog odgovora (Lu i sur. 2008). Uslijed
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prepoznavanja liganda, receptori TLR dimeriziraju i pokrecu citoplazmatske signalne puteve koji
mogu biti posredovani proteinom MyD88 ili proteinom TRIF (TRIF od engl. TIR domain-
containing adaptor inducing IFN-g). Signaliziranje posredovano proteinom MyD88 potice
translokaciju i trans-aktivaciju transkripcijskih faktora NF-xB i IRF3 (od engl. interferon
regulatory factor 3), te u konacnici aktivaciju raznih gena za upalne citokine. Signalni put
posredovan adaptorskim proteinima TRIF ili TRAM (od engl. TRIF-related adaptor molecule;
ograni¢en samo na TLR4 signalni put) stimulira ekspresiju gena IFN-£ (od engl. interferon ) i
sazrijevanje dendritickih stanica (Oblak i Jerala 2011, Semlali i sur. 2016).

1.5. Receptor TLR4

U Covjeka se gen TLR4 nalazi na kromosomu 9932-g33 i sastoji se od 4 eksona (Zhang i
sur. 2012). Protein TLR4 se sastoji od 839 aminokiselina (Li T.-T. i sur. 2014). Receptor TLR4
specifiéno prepoznaje bakterijske lipopolisaharide (LPS od engl. lipopolysaccharide) i njegova
aktivacija uglavnom vodi do sinteze pro-inflamatornih citokina i kemokina (Vaure i Liu 2014).
Dodatni ligandi receptora TLR4 su protein F (od engl. fusion) virusa RSV (od engl. respiratory
syncytial virus) i protein ovojnice virusa MMTV (od engl. mouse mammary tumor virus).
Postoje i endogeni ligandi koji mogu direktno ili indirektno aktivirati receptor TLR4, primjerice
proteini HSP (od engl. heat-shock proteins), hijaluronska kiselina i B-defensin 2 (Lu i sur. 2008).
Stoga imunoloski odgovor posredovan receptorom TLR moze biti aktiviran i u odsutnosti stranih
mikroba (Kutikhin 2010).

Receptor TLR4 se prirodno ispoljava na stanicama imunoloSkog sustava, te epitelnim
stanicama i stanicama strome (Korneev i sur. 2016). Narocito visoko ispoljavanje proteina TLR4
uoceno je u stanicama epitela sluznice crijeva, makrofagima i dendriti¢kim stanicama sluznice
oboljelih od upalnih bolesti crijeva (Kutkhin 2010). Ispoljavanje proteina TLR4 moze biti
dokazano na mnogim tumorskim stanicama i stani¢nim linijjama (npr. humane stanice karcinoma
plu¢a (linije A549 iH460), humane cervikalne skvamozne epitelne stanice i stanice karcinoma
debelog crijeva). Protein TLR4 moze biti prisutan i na vanjskoj membrani i u endosomima, te
moze signalizirati putem nizvodnih proteina MyD88 ili TRIF. Tako receptor TLR4 aktivira
ciljne gene poput onih koji kodiraju za citokin TNF i ostale proinflamatorne citokine (Korneev i
sur. 2016).
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1.5.1. Signalni put receptora TLR4

Medudjelovanje receptora TLR4 s lipopolisaharidom je proces koji se sastoji od
nekoliko koraka. Topivi lipopolisaharid-vezujuéi protein (LBP od engl. lipopolysaccharide-
binding protein) direktno veze lipopolisaharid te olaksava povezivanje lipopolisaharida i proteina
CD14. Protein CD14 Kkatalizira vezanje lipopolisaharida i mijeloidnog diferencijacijskog
proteina-2 (MD-2 od engl. myeloid differentiation protein-2). Nakon prijenosa lipopolisaharida
na protein MD-2 novonastali kompleks se direktno veze na receptor TLR4 te nastaje novi
kompleks LPS/MD-2/TLR4 (Kutikhin i 2010, Lu i sur. 2008). Istrazivanja strukture kompleksa
LPS/MD-2/TLR4 pokazala su da pet od Sest lipidnih lanaca lipopolisaharida veze hidrofobni
dzep proteina MD-2, a preostali lipidni lanac veze receptor TLR4. U konacnici, receptorski
multimer se sastoji od dvije kopije kompleksa LPS/MD-2/TLR4 (Kawai i Akira 2010).
Posljediénom dimerizacijom citoplazmatske domene TIR receptora TLR4 zapocinje prijenos
signala (Kutikhin 2010). Razlikujemo dva signalna puta kojima receptor TLR4 potice
unutarstani¢ni prijenos signala posredovan proteinima MyD88 ili TRIF.

Prijenos signala putem proteina MyD88 sudjeluje u ranoj aktivaciji transkripcijskog
faktora NF-«B, te posljedi¢no dolazi do sinteze upalnih citokina (npr. TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8,
IL-12). Uslijed dimerizacije citoplazmatske domene receptora TLR4, adaptorski protein TIRAP
(od engl. TIR domain-containing adaptor protein; drugi naziv mu je Mal, engl. MyD88-adapter-
like) veze protein MyD88 §to dovodi do aktivacije kinaza IRAK (od engl. IL-1 receptor-
associated kinase) (Lu i sur. 2008). Kinaza IRAK4 fosforilira kinazu IRAK1 na klju¢nim
serinskim i treoninskim ostacima, te tako omogucuje kinazi IRAK1 da aktivira protein TRAF6
(od engl. tumor necrosis factor receptor-associated factor 6). Protein TRAF6 aktivira kinazu
TAK1 (od engl. factor-g-activated protein kinase 1) koji spada u mitogen aktivirane protein
kinaze (MAP-kinaze) Potom kinaza TAK1 stvara kompleks s kinazom TAB2 (od engl. TGF-4-
activated kinase 2) i TAB3, te fosforilira kinazu IKK koji zatim fosforilira protein IxB za
proteosomalnu degradaciju, ¢ime se oslobada transkripcijski faktor NF-kB. Transkripcijski
faktor NF-kB nakon toga moze translocirati u jezgru gdje ¢e potaknuti transkripciju
proinflamatornih gena i sintezu odgovarajuéih citokina (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12). Kinaza
TAKI takoder moze sudjelovati u aktivaciji kinaza MKK3 (od engl. MAP kinase kinase 3) i
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MKKG6 te time aktivirati signalni put koji fosforilira kinazu JNK (od engl. c-Jun N-terminal
Kinase) i protein p38 (Slika 5.) (Yesidhuas i sur. 2014, Kutikhin 2010 ).

Signaliziranjem posredovanim proteinom TRIF aktivira se transkripcijski faktor IRF3
koji pospjesuje ekspresiju gena za interferon tipa I (IFN, od engl. type | interferons) i IFN-
inducibilnih gena. Signalni put posredovan proteinom TRIF takoder aktivira sintezu i sekreciju
citokina TNF-a. Vezanje izlucenog citokina TNF-a na njegov receptor vodi do kasne aktivacije
transkripcijskog faktora NF-xB (Vaure i Liu 2014). Ovaj signalni put je posredovan preko
proteina TRAM i TRIF. Protein TRIF privlaci protein TRAF3 te kinaze TBK1 (od engl. TANK
binding kinase 1) i IKK. Na ovaj na¢in se u konac¢nici aktivira transkripcijski faktor IRF3 koji se
translocira u jezgru. Transkripcijski faktor IRF3 potom potice transkripciju IFN-inducibilnih
gena i gena IFN-A. Takoder, signalni put posredovan proteinom TRIF moze preko proteina RIP1
prenijeti signal proteinima TRAF6, TAK1 i IKK koji sudjeluju u kasnoj aktivaciji
transkripcijskog faktora NF-«B i MAP-kinaza (Slika 5.) (Yesudhas i sur. 2014, Kutikhin 2010 ).

12



.................
T ]
‘- )

o'y 0
Citoplazma

gy Prezivljenje, proliferacija,
upala, imunoloski odgovor

Slika 5. Shematski prikaz aktivacije receptora TLR4 vezanjem lipopolisaharida. Prikazana su dva
signalna puta kojima receptor TLR4 poti¢e unutarstaniéni prijenos signala: signalni put posredovan
kompleksom MyD88/Mal i signalni put posredovan kompleksom TRIF/TRAM. Oba puta aktiviraju
transkripcijski faktor NF-kB, a signalni put posredovan proteinom TRIF aktivira i transkripcijski faktor

IRF3 za antivirusni odgovor. (prilagodeno prema https://openi.nim.nih.gov).

1.5.2. Uloga upale posredovane receptorom TLR4 u karcinomu

Potencijalno, receptor TLR4 moze aktivirati signalne puteve MAPK i NF-kB sto
ukazuje na mogucu izravnu ulogu autonomnog stani¢nog signala receptora TLR4 u regulaciji

karcinogeneze, posebice kroz povec¢anu proliferaciju tumorskih stanica, inhibiciju apoptoze i
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poticanje metastaziranja (Korneev i sur. 2016). Receptor TLR4 je eksprimiran i funkcionalno
aktivan na stanicama karcinoma debelog crijeva. Poticanjem sinteze imunosupresivnih faktora i
inhibiranjem apoptoze omogucava bijeg stanica karcinoma od imunoloskog sustava.
Pretpostavlja se da je povecano ispoljavanje proteina TLR4 i IL-6 karakteristicno za karcinome
debelog crijeva te da je povezano s loSom prognozom u oboljelih (Li T.-T. i sur. 2014). Takoder
je utvrdena tumor stimuliraju¢a uloga receptora TLR4 u sluc¢aju oboljelih od upalnih bolesti
crijeva (Sipos i sur. 2014).

Jedinstven 1 poprilicno stabilan mikrobiom crijeva u simbiotskom je suzivotu s
domacinom. U zdravoj sluznici crijeva prisutna je imunoloska tolerancija na antigene prisutne u
mikrobiomu pojedinca dok poremecaj imunoloske tolerancije dovodi do nastanka upalnih bolesti
crijeva (Sipos 1 sur. 2014). Receptor TLR4 je klju¢ni regulator koji pomaze u odrzavanju
ravnoteze izmedu mikrobioma i imunoloskog sustava u crijevima gdje je prisutna neprekidna
interakcija mikrobioma 1 stanica epitela crijeva. Poremecena homeostaza uslijed promijenjenog
ispoljavanja proteina TLR4 mogla bi biti kljuéna znacajka u patogenezi karcinoma debelog
crijeva (Li X.-X. i sur. 2014). Pojacano ispoljavanje proteina TLR4 povezano s bakterijskom
upalom u odnosu na normalno tkivo bi moglo biti jedan od uzroka nastanka karcinoma (Semlali i
sur. 2016). Delecija gena TLR4 znacajno smanjuje upalu i veli¢inu tumora u miSeva oboljelih od
karcinoma uzrokovanog upalnim bolestima crijeva (Fukata i sur. 2009) Prekomjerno ispoljavanje
1 aktivacija receptora TLR4 povezana je s pove¢anom sklonos¢u nastanku karcinoma debelog
crijeva uzrokovanog upalom u transgeni¢nih miseva (Fukata i sur. 2011). Stoga se pretpostavlja
da receptor TLR4 ima vaznu ulogu u razvoju upalom-potaknutog karcinoma debelog crijeva
(Oblak i Jerala 2011). Razlog tomu je aktivirani receptor TLR4 koji pokre¢e poveéanu sintezu
prostaglandina E2 (PGEz, od engl. prostaglandin E2), pojac¢ava indukciju enzima COX-2 i utjece
na signalni put epidermalnog faktora rasta (EGFR, od engl. epidermal growth factor receptor)
(Yesudhas i sur. 2014). Enzim COX-2 i njegov enzimatski produkt PGE:> su ispoljeni u vecini
karcinoma debelog crijeva te su vjerojatno ukljuceni i u sam razvoj karcinoma debelog crijeva
(Oblak i Jerala 2011). Receptor TLR4 sudjeluje u metastaziranju karcinoma debelog crijeva
preko fosforilacije protein kinaze B koja aktivira B1 integrin. Takoder, ispoljavanje proteina uPA
(od engl. urokinase plasminogen activator) olakSava metastaziranje i rast ovog karcinoma.
Komparativne imunohistokemijske analize zdrave sluznice i adenoma su pokazale povecano

ispoljavanje proteina TLR4 u 20% adenoma. Mutacije gena APC predstavljaju predispoziciju za
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nastanak karcinoma debelog crijeva. Nedavna istrazivanja su ustanovila povezanost izmedu
signalnog puta TLR/MyD88 i mutacija gena APC (Wang i sur. 2010, Rakoff-Nahoum i
Medzhitov 2007). Pretpostavlja se da signalni put MyD88 olakSava rast crijevnih polipa, a
izostanak ovog signalnog puta ograniCava rast polipa (Rakoff-Nahoum i Medzhitov 2007, Lee i
sur. 2010). Takoder, protein MyD88 aktivira kinazu ERK kako bi se blokirala degradacija
onkoproteina c-Myc. Stanice koje imaju neprekidnu aktivaciju proteina c-Myc su sklone
neoplasti¢nim transformacijama (Gustafson i Weiss 2010). Signalni put TLR4/MyD88 doprinosi
tumorigenezi karcinoma debelog crijeva ne samo u sluc¢aju upale crijeva ve¢ i kod sporadi¢nog
karcinoma debelog crijeva (Li T.-T. i sur. 2014). Bitno je naglasiti da sama kroni¢na upala nije
dovoljna za nastanak karcinoma debelog crijeva ve¢ je potreban 1 doprinos ostalih rizi¢nih
¢imbenika npr. mutageneza uzrokovana hranom, zagadenjem, odredene komenzalne bakterije te
kroni¢na upala crijeva (Yesudhas i sur. 2014).

Signalni put receptora TLR4 u imunoloskim 1 upalnim stanicama tumorskog
mikrookolisa moze voditi do proizvodnje proinflamatornih citokina (TNF, IL-1p, IL-6, IL-18,
itd.), imunosupresivnih citokina (IL-10, TGF-B (engl. transforming growth factor-beta ), itd.) i
medijatora neoangiogeneze (VEGF (engl. vascular endothelilal growth factor), EGF (engl.
epidermal growth factor), TGF-B, itd.). Ove aktivnosti mogu rezultirati polarizacijom tumor-
pridruzenih makrofaga, diferencijacijom fibroblasta u pro-tumorigene pridruzene fibroblaste
(CAF od engl. tumor-promoting cancer-associated fibroblasts), diferencijacijom dendritickih
stanica u tumor-pridruzene dendriticke stanice i aktivacijom pro-tumorigenih funkcija nezrelih
mijeloidnih stanica koje potom postaju mijeloidne supresorske stanice. Signalni put receptora
TLR je povezan s nakupljanjem i funkcijom MDSC na mjestu tumora, dok mezenhimalnim
stanicama strome (od engl. mesnchymal stromal cells) omogucuje da se suprotstave anti-

tumorskoj imunosti posredovanoj NK-stanicama (Korneev i sur. 2016).

1.5.3. Polimorfizmi receptora TLR4

Polimorfizmi jednog nukleotida (SNP od engl. single-nucleotide polymorphisms)
predstavljaju najjednostavniji tip DNA polimorfizama. SNP-ovi su specifi¢na mjesta u genomu
gdje se javljaju razlike u pojedinim nukleotidima medu nesrodnim jedinkama iste vrste (Hartwell

i sur. 2011). Prirodno se ve¢ina SNP-ova nalazi u nekodirajucoj sekvenci (EI-Omar i sur 2008).
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Ako se SNP nalazi u kodiraju¢oj sekvenci DNA moze dovesti do promjena u slijedu
aminokiselina proteina te imati u¢inak na sam fenotip (Hartwell i sur. 2011). Medutim, SNP-ovi
koji se nalaze u nekodirajucoj sekvenci ve¢inom ne utjeCu na promjene u slijedu aminokiselina,
te ne uzrokuju funkcionalne posljedice (EI-Omar i sur. 2008).

Poznata su 2 SNP-a gena TLR4: Asp299Gly (rs4986790) i Thr399lle (rs4986791) za
koje je pokazana povezanost sa sklonoSCu za nastanak karcinoma Zzeluca i sporadi¢nog
karcinoma debelog crijeva (Garza Gonzales i sur. 2007, Li X.-X. i sur. 2014). Oba SNP-a se
nalaze u kodirajucoj sekvenci za izvanstanicnu domenu receptora TLR4 (Slika 6.) (Yesudhas i
sur. 2014). Supstitucija asparginske kiseline glicinom na poziciji 299 je posljedica tranzicije
adenin-gvanin na poziciji +896 nizvodno od start kodona cDNA (TLR4_896A/G; divlji tip je
AA), a supstitucija treonina izoleucinom je posljedica tranzicije citozin-timin na poziciji +1196
nizvodno od start kodona cDNA (TLR4_1196C/T; divlji tip je CC) (Kutikhin 2010). SNP-ovi
mijenjaju normalnu strukturu izvanstani¢ne domene receptora TLR4, te se smatra da uslijed
promjena dolazi do otezanog vezanja liganda i prepoznavanja patogena (EI-Omar i sur. 2008).
Promjenom strukture izvanstaniéne domene dolazi i do promjena u signalnom putu receptora
TLR4. Promjene u signalnom putu mogu dovesti do promjene u ravnotezi izmedu pro- i anti-
inflamatornih citokina te stvoriti pro-inflamatorni okoli§ koji poti¢e razvoj i rast tumora (Li X.-
X.isur. 2014).

Asp Thr
299Gly  399Ile

TIR

i TIR i
1 1
A A
1 2517

Slika 6. Polimorfizmi gena TLR4. Na slici je prikazana kodiraju¢a sekvenca gena TLR4. Polimorfizmi
SNP ¢ija je frekvencija pojavnosti veca od 2% su prikazani punim linijama, a oni kojima je frekvencija
manja od 2% isprekidanim linijama. = LRR (od engl. leucine-rich repeats) oznac¢ava leucinom bogatu
izvanstani¢énu domenu, = M oznacava transmembransku domenu, a m TIR Toll-interleukin 1 receptor
domenu (prilagodeno prema Schrdder i Schumann 2005).
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1.6. Cilj istraZivanja

Receptori TLR predstavljaju potencijalnu vezu izmedu infekcije, kroni¢ne upale i
tumorigeneze. Pretpostavlja se da aktivacija urodenog imunoloskog sustava preko receptora TLR
poti¢e razvoj karcinoma unutar upalnog mikrookolisa (Zhang i sur. 2012). Konkretno, poveéano
ispoljavanje receptora TLR4 je uoc¢eno u epitelnim i endotelnim slojevima, te stromi karcinoma
debelog crijeva (Yesudhas i sur. 2014).

Hipoteza istrazivanja je da je genotip pojedinca definiran polimorfizmima gena TLR4
povezan sa sklono$¢u za nastanak sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva.

Cilj ovog diplomskog rada bio je ispitati postoji li povezanost izmedu polimorfizama
gena TLR4 i sklonosti obolijevanju od sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva te postoji li
povezanost s prezivljenjem oboljelih.

Specifiéni ciljevi:
1. Analizirala sam distribuciju polimorfizama +896A/G i +1196C/T gena TLR4 na
200 uzoraka DNA pacijenata oboljelih od sporadi¢nog karcinoma debelog
crijeva te na 200 uzoraka DNA zdravih kontrola.
2. Prezivljenje 100 oboljelih analizirala sam s obzirom na polimorfizam +896A/G
gena TLR4, stadij po Dukes -u tumora, dob, spol i smjestaj tumora u debelom

crijevu.
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2. Materijali i metode

2.1. Uzorci

Uzorci koriSteni u ovom radu preuzeti su iz Hrvatske banke DNA i tumora za bazi¢na
istrazivanja (Spaventi, 1994) koja se nalazi u Zavodu za molekularnu medicinu Instituta "Ruder
Boskovi¢". KoriStenje navedenih uzoraka odobreno je od strane etiCkog povjerenstva te su
ispitanici potpisali pristanak za sudjelovanje u istrazivanju. Provela sam analizu na 200 uzoraka
DNA izoliranih iz normalnog tkiva pridruzenog tumoru (najmanje 15 cm udaljenog od ruba
tumora) pacijenata oboljelih od sporadi¢nog karcinoma crijeva te na 200 uzoraka izoliranih iz
pune krvi kontrola (zdravi nesrodnici koji odgovaraju oboljelima s obzirom na dob i spol).
Istrazivanjem je obuhvaceno 76 (38%) Zena i 124 (62%) muskaraca oboljelih od CRC srednja
zivotna dob 66 godina, te 91 (45%) Zena 1 109 (55%) muskaraca zdravih kontrola srednje Zivotne
dobi 64,4 godine. Uz dob i spol oboljelih, imala sam i podatke o smjeStaju tumora, stadiju po
Dukes™-u. Za 100 ispitanika uklju¢enih u studiju imala sam i podatke o prezivljenju (pracenje je

trajalo 8 godina).

2.2. lzolacija DNA iz krvi

Genomsku DNA izolirala sam iz uzoraka pune Kkrvi ispitanika fenol/kloroform
metodom. Punu krv (volumena 2-5 mL) prelila sam iz obi¢ne u Falcon epruvetu (od 50 mL) te ju
nadopunila do 50 mL s 1xRETIC otopinom (5%XRETIC: 40.9 g NaCl, 1.85 g KCI, 7.1 g
MgCl2xH20, 1 L dH20) (Kemika, Hrvatska). Centrifugirala sam uzorke na 5000 rpm pri 4°C u
trajanju od 10 minuta (Eppendorf, Centrifuge 5403, Njemacka). Uklonila sam supernatant te na
talog ponovno dodala 1xRETIC i centrifugirala.

Nakon uklanjanja supernatanta, na talog sam dodala 30 mL otopine za lizu (131 mM
NHCI, 0.1 mM NHsHCOs, dH20)(Kemika, Hrvatska), promijesala smjesu i centrifugirala
uzorke na 13200 rpm u trajanju od 10 minuta. Uklonila sam supernatant i ponovila postupak.

Na talog sam dodala 300 pL pufera STE (0.1 M NaCl, 0.05 M Tris, 1 mM EDTA, pH 8)

(Kemika, Hrvatska) te sam cijeli volumen prelila u tubicu od 1.5 mL. Na stani¢nu suspenziju
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sam zatim dodala 15 pL proteinaze K (c = 20 mg/mL, Sigma, Sjedinjene Americke Drzave).
Dobro sam resuspendirala otopinu te ju inkubirala preko no¢i na +37°C.

Nakon hladenja na sobnu temperaturu suspenziji sam dodala 500 pL fenola (Kemika,
Hrvatska) te sam laganim mijeSanjem u trajanju od 10 minuta dobila emulziju. Centrifugirala
sam emulziju na 5000 rpm pri 4°C u trajanju od 10 minuta. Nakon centrifugiranja doslo je do
odvajanja dvije faze. Gornju (vodenu) fazu izdvojila sam u novu sterilnu epruvetu. Postupak
procis¢avanja ponovila sam jos$ dva puta.

Vodenu sam fazu nakon toga procistila s tri volumena smjese kloroform-izoamilni
alkohol u omjeru 24:17 (Kemika, Hrvatska). Smjesu sam promijesala i centrifugirala na 5000
rpm pri 4°C u trajanju od 10 minuta. Gornju fazu sam premjestila u novu epruvetu te sam
percipitirala DNA dodavanjem 500 pL ledenog (-20°C) apsolutnog etanola (Kemika, Hrvatska).

Nakon centrifugiranja 1 minutu uklonila sam etanol, a talog DNA kratko posusila na
+37°C. Zatim sam dodala 300 pL TE pufera (10 mM Tris HCI, 1 mM EDTA, pH 8) (Kemika,
Hrvatska) i pohranila DNA na +4°C.

2.3. lzolacija DNA iz tkiva

Ukupnu genomsku DNA izolirala sam iz komadi¢a normalnog tkiva pacijenata oboljelih
od sporadi¢nog karcinoma crijeva koje sam homogenizirala u puferu za izolaciju DNA (10 mM
Tris Cl, 0.1 M EDTA, pH 8, 0.5% SDS) (Kemika, Hrvatska).

U homogenizirane uzorke sam zatim dodala proteinazu K (¢ = 20 mg/mL, Sigma,
Sjedinjene Americke Drzave) do koncentracije 100 pg/ml. Dobivenu suspenziju sam dobro
promijesala pomocu drmalice i inkubirala preko noc¢i na +37°C.

Nakon hladenja na sobnu temperaturu, suspenziji sam dodala jednak volumen fenola
(Kemika, Hrvatska). Laganim mijeSanjem u trajanju od 10 minuta dvije su faze izmijeSane u
emulziju. Faze sam zatim razdvojila centrifugiranjem na 13200 rpm pri sobnoj temperaturi u
trajanju od 10 minuta. Gornju (vodenu) fazu sam izdvojila u novu sterilnu epruvetu. Postupak
prociS¢avanja ponovila sam jos dva puta.

Vodenu fazu sam zatim procistila s jednakim volumenom smjese fenol-kloroform-
izoamilni alkohol u omjeru 25:24:1 (Kemika, Hrvatska). Laganim mijeSanjem u trajanju od 10
minuta dvije su faze izmijeSane u emulziju, i potom se faze razdvoje centrifugiranjem na 13200

rpm pri sobnoj temperaturi u trajanju od 10 minuta. Vodenu fazu sam izdvojila u novu sterilnu
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epruvetu, i dodala sam jednak volumen smjese kloroform-izoamilni alkohol u omjeru 24:1
(Kemika, Hrvatska). Nakon laganog mijesanja, emulziju sam centrifugirala na 13200 rpm pri
sobnoj temperaturi u trajanju od 10 minuta kako bih dobila proc¢is¢enu vodenu fazu. Iz
prociscene vodene faze sam percipitirala DNA dodavanjem 1000 pL ledenog (-20°C) apsolutnog
etanola (Kemika, Hrvatska).

Nakon centrifugiranja 1 minutu uklonila sam etanol, a talog DNA kratko posusila na
37°C. Zatim sam dodala 300 pL TE pufera (10 mM Tris HCI, 1 mM EDTA, pH 8) (Kemika,
Hrvatska) i pohranili DNA na +4°C.

2.4. Odredivanje koncentracije DNA

DNA izdvojenu opisanom metodom sam analizirala spektrofotometrijski na valnoj
duljini od 260 nm. Pomoc¢u izmjerene opticke gustoée izracunala sam koncentracije DNA prema

formuli:

y=0D XR X ¢
gdje je:
o v - masena koncentracija (g/mL)
o OD - opticka gustoca ocitana pri valnoj duljini od 260 nm
o R —razrjedenje u kiveti

o ¢ — ekstinkcijski koeficijent za DNA (50 g/mL)

Cisto¢a dobivene DNA se provjerava omjerom ocitanja na 260 i 280 nm (OD260/OD2s0)
1 za ¢istu DNA iznosi od 1.8 do 2.0 . Ako je DNA oneciS¢ena ostacima proteina omjer ¢e biti

znatno manji.

2.5. Metoda TagMan® real-time PCR-SNP

Metodu TagMan® real-time PCR koristila sam za odredivanje genotipova
polimorfizama u jednoj bazi (SNP). Osnova ove metode je hibridizacija ciljnog slijeda i

fluorescentno obiljeZene oligonukleotidne probe koja je specificna za pojedini alel. Metoda se
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takoder temelji na 5" nukleaznoj aktivnosti Taq DNA polimeraze koja prilikom cijepanja sonde u
reakciji PCR dovodi do razdvajanja fluorofora od prigusivaca (engl. quencher) i posljedi¢ne
pojave fluorescentnog signala. Koriste se 2 sonde od kojih je svaka komplementarna jednom
alelu SNP te su obiljezene razli¢itim fluoroforima. Pojava fluorescentnog signala od jedne ili
obje sonde ukazuje na njihovo cijepanje tijekom reakcije PCR te prisutnost odgovarajuéih alela
DNA.

Polimorfizme gena TLR4 analizirala sam koristenjem komercijalno dostupnih
TagMan® SNP genotipizacijskih eseja (Applied biosystems, SAD). Za analizu polimorfizma
D299G Kkoristila sam esej c¢_ 11722238 20 (TLR4 _896A>G, SNP ID: rs4986790), a za
polimorfizam T399I Koristila sam esej ¢_11722237_20 (TLR4_1196C>T, SNP ID: rs4986791).

Reakciju real-time PCR sam provela prema preporukama proizvodaca na uredaju Real
Time PCR System 7300 (Applied Biosystems, SAD).

Reakcijska smjesa ukupnog volumena 25 pL se sastojala od 200 ng po mikrolitru DNA,
0.6 pL eseja, 12.5 pL TagMan® Universal PCR Master Mix-a (Applied Biosystems, Sjedinjene
Americke Drzave) te QH20 do ukupnog volumena.

PCR reakcija odvijala se pod sljede¢im uvjetima:

o 2 minute na 50°C
o 10 minuta na 95°C — aktivacija AmpliTaq Gold enzima (Applied Biosystems,

Sjedinjene Americke Drzave)

o 15 sekundi na 92°C — denaturacija )
40 ciklusa
o 1 minuta na 60°C — sparivanje proba/produljivanje lanca

Produkti reakcije analizirani su pomoc¢u programa za alelnu diskriminaciju uredaja Real

Time PCR System 7300 (Applied Biosystems, Sjedinjene Americ¢ke Drzave) (Slika 7).
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Slika 7. Alelna diskriminacija polimorfizma +896A/G (D299G) gena TLR4

¢ — alel G, ® —alel A, A —obaalela (Gi A), x — negativna kontrola

2.6. Statisticka obrada podataka

2.6.1. Hardy-Weinbergov zakon

Hardy-Weinbergov zakon govori o konstantnoj ucestalosti gena i genotipova u velikoj
populaciji koja je u ravnotezi. Pravilo vrijedi samo u slucaju populacija koje su u genetickoj
ravnotezi. Kako bi populacija bila u genetickoj ravnotezi mora biti zadovoljeno nekoliko uvijeta:
mora biti beskona¢no velika (dolazi do slu¢ajnog sparivanja), mora biti bez mutacija, bez
migracija, bez genetickog drifta i nema prirodne selekcije (tj. svaki genotip moze prezivjeti kao
bilo koji drugi i svaki je genotip jednako efikasan u produkciji potomaka).

Hardy-Weinbergova jednadzba:

(0+q) % =p®+2pq + ¢?

Gdje p predstavlja ucestalost dominantnog alela, a q u¢estalost recesivnog alela.
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Pomo¢u Hardy-Weinbergova zakona usporedila sam dobivene i ocekivane frekvencije
genotipova polimorfizma gena TLR4 u oboljelih i kontrola.

2.6.2. 2 test

Hi-kvadrat test je jedan od naj¢eS¢e koriStenih neparametarskih testova u empirijskim
istrazivanjima. Ovaj test moze osobito posluziti kad Zelimo utvrditi da li neke dobivene
frekvencije odstupaju od frekvencija koje bih ocekivala u slucaju odredene hipoteze.
KoriStenjem ovog testa mozemo traziti postoji li povezanost izmedu dvije varijable te nam
takoder pokazuje vjerojatnost povezanosti. Moze se postaviti hipoteza da neka teorijska
raspodjela dobro opisuje dobivenu raspodjelu frekvencija. Za provjeru hipoteze koristila sam
ovaj test.

Cesto zelimo znati postoji li zna¢ajna razlika izmedu dobivenih i oéekivanih

frekvencija. Navedenu razliku raunamo prema formuli:

2 (fu - 1)
=2
2 /.
Gdje je fo predstavlja dobivenu frekvenciju, a fi o¢ekivanu frekvenciju
Hi kvadrat test sam koristila kako bi pokazala postoji li statisticki znacajna razlika u
ucestalosti pojedinih genotipova polimorfizama gena TLR4 izmedu pacijenata oboljelih od

sporadi¢nog karcinoma i zdravih kontrola.

2.6.3. Kaplan-Meier metoda

Kaplan-Meierova metoda jedna je od najboljih za mjerenje prezivljenja dijela ispitanika
u odredenom vremenu. U klinickim ispitivanjima koristi se kako bi se pratilo prezivljenje
pacijenata nakon dijagnoze 1 lijeCenja. Vrijeme prezivljenja pocinje od odredene tocke (npr.
dijagnoza) i traje do smrti ispitanika.

Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja je vjerojatnost prezivljenja u danom vremenskom

periodu koji je definiran s viSe manjih vremenskih intervala (Goel i sur. 2010).
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Log-rank test (Mantel-Cox test) je statisticka analiza koja usporeduje dvije krivulje
prezivljenja te pokazuje da li postoji statisticki znaCajna razlika izmedu prezivljenja dvije

ispitivane skupine.

2.6.4. Omijer izgleda

Omijer izgleda (OR od engl. odds ratio) je mjera povezanosti izmedu odredenog
dogadaja 1 ishoda. Koristi se za usporedbu relativnih vjerojatnosti pojave specificnog ishoda
(npr. bolest), s obzirom na odredeni dogadaj (npr. u mom slucaju specificni genotip
polimorfizma gena TLR4). Omjer izgleda moze se koristiti za odredivanje je li odredeni dogadaj
rizi¢ni faktor za odredeni ishod i za usporedbu znacaja razliCitih rizi¢nih faktora za taj ishod

(Szumilas 2010).
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3. Rezultati

Koristeni su podatci o klinickim karakteristikama ispitanika oboljelih od sporadi¢nog
karcinoma debelog crijeva. Istrazivanje je obuhvatilo 124 oboljela muskarca (62%), i 76
oboljelih zena ¢ija je srednja dob iznosila 66 godina. Od 200 oboljelih, u trenutku dijagnoze 124
ispitanika je bilo mlade od 70 godina, a 76 ispitanika je bilo u dobi od 70 godina ili starije. U 142
ispitanika tumor je bio smjesten na lijevoj strani debelog crijeva (71%), dok je u 58 ispitanika
bio smjeSten na desnoj strani debelog crijeva (29%). U 22 ispitanika bolest je dijagnosticirana u
stadiju Dukes™ A (11%), u 74 ispitanika u stadiju Dukes™ B (37%), u 79 ispitanika u stadiju
Dukes’ C (39,5%), te u 25 ispitanika u stadiju Dukes™ D (12,5%) (Tablica 1.).

Tablica 1. Klinicke karakteristike ispitanika oboljelih od sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva.

Klinic¢ke karakteristike Oboljeli
N=200 (%)
Srednja dob 66
Dob (godine) <70 124 (62)
=70 76 (38)
Muskarci 124 (62)
Spol ~
Zene 76 (38)
S .. Lijeva strana 142 (71)
Smjestaj tumora u debelom crijevu
Desna strana 58 (29)
A 22 (11)
B
Stadij po Dukes’ — u tumora 74 (37)
C 79 (39,5)
D 25 (12,5)

3.1. Analiza polimorfizama gena TLR4

U ovom istrazivanju genotipizirala sam 200 uzoraka DNA pacijenata oboljelih od
sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva i 200 uzoraka DNA zdravih kontrola. Frekvencije
opazenih genotipova polimorfizama +896A/G, te +1196C/T gena TLR4 u obje skupine ispitanika

bile su u skladu s Hardy-Weinberg ravnotezom.
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3.2. Povezanost polimorfizama +896A/G i +1196C/T gena TLR4 sa
sklono$¢u obolijevanju od sporadicnog karcinoma debelog

crijeva

U Tablici 2. prikazana je razdioba genotipova polimorfizma +896A/G u oboljelih od

sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva i u zdravih kontrola. U skupini oboljelih genotip AA
dokazan je u 89,5% (179/200) ispitanika, genotip AG u 9,5% (19/200) ispitanika, te genotip GG
u 1% (2/200) ispitanika. U skupini zdravih kontrolnih ispitanika genotip AA dokazan je u 83%
(166/200) ispitanika, genotip AG u 11,5% (23/200) ispitanika, te genotip GG u 5,5% (11/200)

ispitanika.

Rezultati pokazuju da je ucestalost varijantnog alela G od 11,2% (45/400) bila statisti¢ki

znacajno veca u skupini zdravih ispitanika u odnosu na ucestalost U oboljelih od sporadicnog

karcinoma debelog crijeva, koja je iznosila 5,7% (23/400). Na temelju rezultata uocila sam da je

pojavnost nosioca alela A ucestalija u ispitivanoj populaciji, dok se nosioci varijantnog alela G

znatno ¢esS¢e pojavljuju u zdravoj populaciji (p=0,0049).

Tablica 2. Omjer vjerojatnosti za poveéanu sklonost obolijevanju genotipova A/G i G/G i alela G u

odnosu na referentni genotip AA i alel A polimorfizma +896A/G u oboljelih i kontrola.

Polimorfizam = Oboljeli 200 Zdravi 200

gena TLR4 (%) (%)
AA 179 (89,5) 166 (83)
AG 19 (9,5) 23 (11,5)
+896A/G GG 2(1) 11 (5,5)
AG +GG 21 34
A 377 (94,3) 355 (88,8)
G 23 (5,7) 45 (11,2)

OR (95% CI)

1
0.766 (0.403-1.458)
0.169 (0.037-0.772)

0.573 (0.320-1.027)

1
0.481 (0.285-0.812)

0.4158
0.0069
0.0581

0.0049
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Tablica 3. prikazuje razdiobu genotipova polimorfizma +1196C/T u oboljelih od
sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva i u zdravih kontrola. U skupini oboljelih genotip CC
dokazan je u 89,5% (179/200) ispitanika, genotip CT u 9,5% (19/200) ispitanika, te genotip TT u
1% (2/200) ispitanika. U skupini zdravih kontrolnih ispitanika genotip CC dokazan je u 83%
(166/200) ispitanika, genotip CT u 11,5% (23/200) ispitanika, te genotip TT u 5,5% (11/200)
ispitanika.

U skupini zdravih ispitanika rezultati su pokazali da je ucestalost varijantnog alela T od
11,2% (45/400) statisticki znacajno veca u odnosu na ucestalost U oboljelih od sporadi¢nog
karcinoma debelog crijeva, u kojih je ucestalost iznosila 5,7% (23/400). Dobiveni rezultati
pokazali su da se nosioci alela C znatno ¢eS¢e pojavljuju u populaciji, dok su nosioci varijantnog

alela T znatno ucestaliji u zdravih ispitanika (p=0,0049).

Tablica 3. Omjer vjerojatnosti za povecanu sklonost obolijevanju genotipova C/T i T/T ialela T u odnosu
na referentni genotip CC i alel C polimorfizma +1196C/T u oboljelih i kontrola.

Polimorfizam  Oboljeli 200 Zdravi 200

gena TLR4 (%) (%) OR (95% ClI) p
CcC 179 (89,5) 166 (83) 1
CT 19 (9,5) 23 (11,5) 0.766 (0.403-1.458) 0.4158
+1196C/T TT 2 () 11 (5,5) 0.169 (0.037-0.772) 0.0069
CT+TT 21 34 0.573 (0.320-1.027) 0.0581
C 377 (94,3) 355 (88,8) 1
T 23 (5,7) 45 (11,2) 0.481 (0.285-0.812) 0.0049

Analizom polimorfizma SNP +896A/G te +1196C/T gena TLR4 u uzorku ispitanika

pokazana je statisticki znaajna razlika u raspodjeli genotipova U oboljelih od sporadi¢nog

karcinoma debelog crijeva u odnosu na zdrave kontrole (p=0,0286).
Rezultati pokazuju da su genotipovi polimorfizama +896A/G i +1196C/T gena TLR4 u

uzorku ispitanika 100% vezani (LD, eng. linkeage disequilibrium), te se nasljeduju u tri

kombinacije genotipova (Slika 8. i Tablica 4.).
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Alel A—94,3% 100% LD Alel C -94,3% Promjena u
Alel G-5,7% ' " Alel T-5,7% ' strukturi TLR4

| AG | o |

TiR4 Kodirajuéa sekvenca

| SNP+896 | | SNP+1196 |

Slika 8. U¢estalost i "linkage disequilibrium" (LD) genotipova/alela polimorfizama +896A/G i
+1196C/T gena TLRA4.

U analiziranom uzorku ispitanika utvrdila sam da iz vezanog nasljedivanja proizlaze tri
kombinacije genotipova polimorfizama +896/+1196 gena TLR4 (Tablica 4.). Analiza ucestalosti
pokazala je da je kombinacija varijantnin homozigotnih genotipova +896/+1196 GG, TT
statistiCki znaCajno ucestalija u skupini zdravih ispitanika, u odnosu na skupinu oboljelih od

sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva (p = 0,0069).

Tablica 4. Ucestalost kombinacija TLR4 genotipova u oboljelih od sporadi¢nog karcinoma
debelog crijeva i u skupini zdravih kontrolnih ispitanika.

Kombinacija Oboljeli Zdravi
ge’l‘gig‘;‘;ﬁ;'ém N=200 (%) N=200 (%) OR (35% CI) P
AA,CC 179 (90) 166 (83) 1
AG,CT 19 (10) 23 (12) 0.766 (0.403-1.458) 0.4158
GG,TT 2(1) 11 (6) 0.169 (0.037-0.772) 0.0069

Buduc¢i da sam u rezultatima pokazala da postoji 100%-tni LD polimorfizama +896A/G
i +1196C/T gena TLR4, u daljnjoj obradi podataka koristila sam vrijednosti dobivene za
polimorfizam +896A/G.
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3.3. Analiza prezivljenja

Analizom prezivljenja obuhvaéeno je 100 oboljelih ¢ije sam uzorke DNA genotipizirala na
polimorfizam +896 A/G gena TLR4, te sam za njih imala podatke o dobi, spolu, smjestaju tumora

i stadiju po Dukes -u u trenutku postavljanja dijagnoze sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva.

3.3.1. Povezanost dobi s prezivljenjem oboljelih od sporadi€nog karcinoma

debelog crijeva

Oboljele sam s obzirom na dob podijelila u dvije dobne skupine; oboljele koji su u
trenutku dijagnosticiranja bolesti imali manje od 70 godina (<70) i one koji su imali 70 ili viSe
godina (>70). Statisticka analiza podataka pokazala je bolje prezivljenje ispitanika u dobi od 70
godina ili mladih, no razlika izmedu dvije dobne skupine oboljelih nije bila statisti¢cki znacajna
(p=0,0536) (Slika 9.).

p=0,0536

vjerojatnost prezivljenja (%)

O 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100

vrijeme (mjeseci)

Slika 9. Povezanost prezivljenja ispitanika oboljelih od sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva i dobi.
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3.3.2. Povezanost spola s prezivljenjem oboljelih od sporadi¢nog karcinoma
debelog crijeva

Kako bih utvrdila postoji li povezanost izmedu spola i prezivljenja oboljelih od
sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva, oboljele ispitanike sam s obzirom na spol podijelila u
dvije skupine. U uzorku oboljelih ispitanika dokazala sam da nema znacajne razlike u

prezivljenju izmedu muskaraca i zena (p=0,6069) (Slika 10.).

p=0.6069 — Muskarci

-=-- Zene

vjerojatnost preZivljenja (%)

0 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100

vrijeme (mjeseci)

Slika 10. Povezanost prezivljenja ispitanika oboljelih od sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva i spola.
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3.3.3. Povezanost smjeStaja tumora s prezivljenjem oboljelih od sporadi¢nog

karcinoma debelog crijeva

Uzorak oboljelih ispitanika podijelila sam u dvije skupine s obzirom na smjestaj tumora;
na ispitanike kojima je tumor bio smjesten na lijevoj strani, te one kojima je tumor bio
smjesten na desnoj strani debelog crijeva. Temeljem analize rezultata utvrdila sam da ne
postoji statisti¢ki znacajna razlika u prezivljenju kod dvije skupine oboljelih s obzirom na

smjestaj tumora (p=0,5972) (Slika 11.).

1001 p=0,5972 -
— Lijeva strana

==+ Desna strana

20+

vjerojatnost prezivljenja (%)

O 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100

vrijeme (mjeseci)

Slika 11. Povezanost prezivljenja ispitanika i smjestaja sporadi¢nog karcinoma u debelom crijevu.
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3.3.4. Povezanost prezivljenja oboljelih od sporadi¢nog karcinoma debelog

crijeva sa stadijem tumora po Dukes -u

Na slici 12 je prikazana ovisnost prezivljenja pacijenta o stadiju po Dukes'-u, koji se
standardno koristi kao prognosticki pokazatelj u osoba oboljelih od sporadi¢nog karcinoma
debelog crijeva.

Statistickom analizom podataka pokazano je da postoji znacajna razlika u prezivljenju
izmedu ove Ccetiri skupine oboljelih (p<0.0001). PreZivljenje na kraju perioda pracenja za
oboljele klasificirane kao stadij Dukes™ A je iznosilo 71%, za stadij Dukes’ B 76%, za stadij
Dukes™ C 38%, dok je u skupini oboljelih klasificiranih kao stadij Dukes™ D nije bilo prezivjelih
(slika 12.).

p<0,0001

100+

80+

|
0w >
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vjerojatnost preZivljenja (%)

0 20 40 60 80 100
vrileme (mjeseci)

Slika 12. Prezivljenje pacijenata oboljelih od sporadi¢nog karcinoma crijeva prema
prognostickom pokazatelju Dukes".
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3.3.5. Povezanost polimorfizma +896A/G gena TLR4 s prezivljenjem oboljelih

od sporadi¢nog karcinoma crijeva

Kako bih ispitala prognosticki potencijal SNP polimorfizma +896 A/G gena TLR4, ispitanike
sam s obzirom na rezultate genotipizacije podijelila u dvije skupine; na nosioce divljeg tipa alela
A i genotipa AA, te nosioce varijantnog tipa alela G i genotipa AG.

PreZivljenje na kraju perioda pracenja oboljelih nosioca genotipa AA iznosilo je 56,32%,
a srednja vrijednost prezivljenja bila je 46,84 mjeseci. U slucaju oboljelih nosioca genotipa AG
prezivljenje je iznosilo 53,84%, a srednja vrijednost prezivljenja bila je 44,47 mjeseci. U analizi
prezivljenja nije bilo nosioca homozigotnog genotipa GG.

Rezultati su pokazali da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u prezivljenju izmedu dvije
skupine oboljelih (p=0,8140) (Slika 13.).

— AA
--- AG

20+

vjerojatnost prezivhenja (%)
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Slika 13. Analiza prezivljenja oboljelih od sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva u odnosu na
genotip polimorfizma +896A/G gena TLRA4.
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3.3.6. Usporedba analize prezZivljenja 1 klinickih osobina oboljelih od
sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva

Tablica 5. prikazuje dobivene rezultate analize prezivljenja od statisticki najznacajnije prema

statisticki najmanje znacajnoj p vrijednosti. Prema dobivenim p vrijednostima mogu uo¢iti da je

najpouzdaniji prognosticki pokazatelj prezivljenja osoba oboljelih od sporadi¢nog karcinoma

debelog crijeva ovisno o stadiju po Dukes -u, dok polimorfizam +896A/G gena TLR4 nije bio

dovoljno dobar pokazatelj prezivljenja u oboljelih ispitanika.

Tablica 5. Dobivene p vrijednosti s obzirom na klini¢ke karakteristike.

Klini¢ke karakteristike p vrijednost
Stadij po Dukes’ — u tumora 0,0001
Dob 0,0536
Smjestaj tumora u debelom crijevu 0,5972
Spol 0,6069
Polimorfizam +896A/G gena TLR4 0,8140
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4. Rasprava

Sporadi¢ni karcinom debelog crijeva predstavlja jednu od najcescih i najtezih zloc¢udnih
bolesti u zemljama razvijenog svijeta. Cimbenici koji doprinose nastanku ovog karcinoma su
genetske promjene (mutacije u genima KRAS, APC, p53, SMAD4) ali i stil zivota pojedinca
(prehrana bogata mastima, konzumacija alkohola, pretilost, pusenje, nedostatak fizicke
aktivnosti) (Mogoanta i sur. 2014, Sun i Kato 2016). Stopa pojavnosti ovog zlo¢udnog tumora
raste u pojedinim dijelovima svijeta vjerojatno uslijed kombinacije razli¢itih rizi¢nih ¢imbenika
(Pimentel-Nunes i sur. 2012).

Novija istraZzivanja ukazuju na bitnu ulogu mikrobioma u nastanku sporadi¢nog
karcinoma debelog crijeva. Postoje dokazi koji povezuju kroni¢nu infekciju i popratnu upalu s
nastankom i napredovanjem tumora. Receptori TLR predstavljaju kljuénu komponentu urodenog
imunoloSkog odgovora domacina na mikroorganizme. Navedeni receptori preko sluznice
prepoznaju mikrobiom te je aktivacija receptora neophodna za odrzavanje homeostaze crijeva
(Sun i Kato 2016, McConel i Yang 2009).

Kroni¢na upala uzrokovana bakterijskom infekcijom je poznati rizicni ¢imbenik za
nastanak karcinoma debelog crijeva. Istrazivanja su pokazala da je prisutna povecana ekspresija
gena TLR4 u karcinomu debelog crijeva. Posljedica poveéane ekspresije gena TLR4 je akutno
lu¢enje upalnih citokina preko aktivacije transkripcijskog faktora NF-kB. Promjena u signalnom
putu receptora TLR4 bi mogla doprinijeti tumor stimulirajucoj aktivnosti transkripcijskog faktora
NF-kB (Landi i sur. 2006, Semlali i sur. 2016).

Poznata su dva polimorfizma gena TLR4 koja bi potencijalno mogla imati ulogu u
nastanku karcinoma: +896A/G 1 +1196C/T. Oba polimorfizma se nalaze u izvanstanic¢noj
domeni te se pretpostavlja da uzrokuju konformacijske promjene zbog kojih receptor slabije
prepoznaje ligand (lipopolisaharid). Posljedi¢no dolazi do smanjenog prijenosa signala i u
konacnici se smanjuje upalni odgovor (Semlali i sur. 2016, EI-Omar i sur. 2008). Posljednjih
nekoliko godina utjecaj polimorfizama gena TLR4 na razli¢ite vrste karcinoma je tema brojnih
istrazivanja. Jing i suradnici (2012) su proveli meta-analizu razli¢itih istraZivanja te povezali
polimorfizam +896A/G s povecanim rizikom za nastanak gastrointestinalnih karcinoma dok je u
slu¢ajevima karcinoma prostate navedeni polimorfizam imao zastitnu ulogu. Takoder su povezali

polimorfizam +1196C/T s povecanim rizikom za nastanak karcinoma probavnog sustava. Hold i
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suradnici (2007) su povezali polimorfizam +896A/G s poveéanim rizikom za razvoj karcinoma
zeluca. Istrazivanje koje su proveli Zhao i suradnici (2012) je takoder povezalo varijantni alel G
polimorfizma +896A/G s povecanim rizikom za nastanak karcinoma zeluca ali nisu povezali
navedeni polimorfizam s karcinomom debelog crijeva.

U istrazivanju sam ispitivala postoji li povezanost izmedu polimorfizama +896A/G i
+1196C/T gena TLR4 i sklonosti obolijevanju od sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva, te
postoji li povezanost s prezivljenjem oboljelih ispitanika. Nisam ustanovila povezanost izmedu
pojave sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva i prezivljenja na uzorku ispitanika. Takoder nisam
povezala polimorfizme gena TLR4 s rizikom za nastanak sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva.

Dobiveni rezultati nisu povezali polimorfizam +896A/G gena TLR4 s povecanom
sklonosc¢u obolijevanju od sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva. U kontrolnoj skupini genotip
AA je bio prisutan u 83% ispitanika, genotip AG u 11,5% ispitanika, te genotip GG u 5,5%
ispitanika. U skupini oboljelih od sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva genotip AA je bio
zastupljen u 89,5% ispitanika, genotip AG u 9,5% ispitanika, te genotip GG u 1% ispitanika.
Dokazana je statisticki znacajna razlika u razdiobi genotipova i alela u oboljelih od sporadi¢nog
karcinoma debelog crijeva i u zdravih ispitanika. Rezultati istrazivanja su pokazali da je
ucestalost varijantnog alela G bila statisti¢ki znacajno veca u zdravih ispitanika (11,2%) u
odnosu na ucestalost U ispitanika oboljelih od sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva (5,7%).

Analiza polimorfizma +1196C/T gena TLR4 takoder nije pokazala povezanost navedenog
polimorfizma s pove¢anom sklonosti obolijevanju od sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva. U
skupini zdravih kontrola genotip CC je bio prisutan u 83% ispitanika, genotip CT u 11,5%
ispitanika, te genotip TT u 5,5% ispitanika. U skupini oboljelih od sporadicnog karcinoma
debelog crijeva genotip CC dokazan je u 89,5% ispitanika, genotip CT u 9,5% ispitanika, te
genotip TT u 1% ispitanika. Razlika u razdiobi genotipova i alela u oboljelih od sporadi¢nog
karcinoma debelog crijeva i u zdravih ispitanika je bila statisti¢ki znacajna. Varijantni alel T je
bio statisticki znacajno ucestaliji u skupini zdravih ispitanika (11,2%) u odnosu na ispitanike
oboljele od sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva (5,7%).

Rezultati mog istrazivanja su u skladu s rezultatima drugih autora koji nisu dokazali
povezanost polimorfizama +896A/G i +1196C/T gena TLR4 s povecanim rizikom obolijevanja
od sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva. Davoodi i Seow (2011) nisu povezali polimorfizme

+896A/G 1 +1196C/T gena TLR4 s rizikom obolijevanja od sporadi¢nog karcinoma debelog
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crijeva. Landi i suradnici (2006) nisu pronasli povezanost izmedu polimorfizma +896A/G i
obolijevanja od sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva. Proenga i suradnici (2015) takoder nisu
povezali polimorfizam +896A/G sa sklono$¢u za nastanak sporadi¢nog karcinoma debelog
crijeva. Rezultati mog istrazivanja slazu se s rezultatima Ding i suradnika (2017) koji su povezali
polimorfizam +1196C/T sa smanjenim rizikom za razvoj sporadi¢nog karcinoma debelog
crijeva. Suprotno mojim rezultatima dva su istrazivanja pokazala povezanost polimorfizma
+896A/G s povecanim rizikom obolijevanja od sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva (Boraska
Jelavic¢ i sur. 2006, Pimentel-Nunes i sur. 2012).

Rezultati istrazivanja su pokazali da su genotipovi polimorfizama +896A/G 1 +1196C/T
gena TLR4 vezani na ispitivanoj populaciji, te da se nasljeduju u tri kombinacije genotipova
(AACC; AG,CT i GG,TT). Dobiveni rezultati da se navedena dva polimorfizma gena TLR4
nasljeduju vezano su u skladu s rezultatima koje su dobili Arbour i suradnici (2000). Medutim,
zbog evolucijskog pritiska i migracija ljudi polimorfizam +896A/G ima razli¢itu raspodjelu u
razli¢itim populacijama te se moze ali i ne mora nasljedivati vezano s polimorfizmom +1196C/T
(Ferwerda i sur. 2007). Postoje znacajne geografske i etni¢ke razlike u distribuciji polimorfizama
+896A/G i +1196C/T gena TLR4. Oba polimorfizma su prisutna u 10% pripadnika bijele rase,
dok se u slucaju isto¢no Azijske populacije ne pojavljuju (EI-Omar i sur. 2008). Moguce je da su
upravo zbog razlike u distribuciji polimorfizama +896A/G i +1196C/T izmedu kontinenata
rezultati istraZivanja o povezanosti polimorfizama s karcinomom debelog crijeva opre¢ni (Zhao i
sur. 2012).

Prema dobivenim rezultatima kombinacija varijantnih homozigotnih genotipova
+896/+1196 GG,TT je bila statisticki znac¢ajno ucestalija u skupini zdravih ispitanika u odnosu
na ispitanike oboljele od sporadicnog karcinoma debelog crijeva. Homozigotnih nosioca
varijantnog alela +896 G odnosno +1196 T je bilo 11 (5,5 %) u skupini zdravih kontrola te 2 (1
%) u skupini ispitanika oboljelih od sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva. Dobiveni rezultati
sugeriraju da bi varijantni alel +896 G odnosno +1196 T mogao imati zastitnu ulogu u razvoju
sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva. U istrazivanjima polimorfizma +896A/G drugih autora
ucestalost varijantnog alela G je bila vrlo niska, kao i u¢estalost homozigota alela G. Istrazivanje
provedeno na stanovniStvu Brazila takoder je pokazalo nisku ucestalost alela +896 G dok
homozigotni GG nosioci nisu bili prisutni u skupini oboljelih od sporadi¢nog karcinoma debelog

crijeva ni u kontrolnoj skupini (Proenca i sur. 2015). Niska ucestalost genotipa +896 GG je
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uocena i u istrazivanjima provedenim u drugim drzavama poput Hrvatske (Boraska Jelavi¢ i sur.
2006), sjeverne Indije (Pandey i sur. 2009) i Gr¢ke (Theodoropoulos i sur. 2012).

Statisticka analiza prezivljenja (log-rank test) nije pokazala znaCajnu razliku u
prezivljenju izmedu oboljelih nosioca genotipa +896 AA i oboljelih nosioca genotipa +896 AG.
Takoder, u ispitivanom uzorku nije bilo statistiCki znaCajne razlike u prezivljenju izmedu
muskaraca i1 zena kao ni znacajne razlike u prezivljenju s obzirom na smjestaj tumora. Nadalje
analizom prezivljenja sam ustanovila da je bolje prezivljenje ispitanika u dobi od 70 godina ili
mladih. Dobiveni rezultati su u skladu sa stadijima po Dukes'-u za koje je poznato da su dobar
prognosticki pokazatelj za ove zlocudne tumora te stoga mogu reci da je uzorak ispitanika dobar.

Postoje opre¢ni rezultati istrazivanja provedenih vezano uz polimorfizme(+896A/G i
+1196C/T) gena TLR4 i sklonosti za obolijevanje od sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva.
Rezultati mog istrazivanja su u skladu s onim istrazivanjima koja pokazuju da polimorfizmi gena
TLR4 utjeu na smanjenu sklonost obolijevanju od sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva, ali
nemaju znacajnu ulogu u prezivljenju oboljelih. Rezultati provedenog istrazivanja sugeriraju da
bi varijantni alel +896 G odnosno +1196 T mogao imati zastitnu ulogu u nastanku sporadi¢nog
karcinoma debelog crijeva, no potrebno je provesti opseznije istrazivanje s ve¢im uzorkom
ispitanika kako bi se pojacala snaga studije i znacajnost dobivenog rezultata 0 povezanosti ovog

polimorfizma s nastankom ovog zlo¢udnog tumora.
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5. Zakljucak

Analizirala sam distribuciju genotipova/alela polimorfizama +896A/G i +1196C/T gena
TLR4 na 200 ispitanika oboljelih od sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva i 200 zdravih
ispitanika koji odgovaraju oboljelima s obzirom na dob i spol.

U kontrolnoj skupini genotip TLR4 +896 AA je bio prisutan u 83% ispitanika, genotip AG u
11,5% ispitanika, te genotip GG u 5,5% ispitanika. U skupini oboljelih od sporadi¢nog
karcinoma debelog crijeva genotip AA dokazan je u 89,5% ispitanika, genotip AG u 9,5%
ispitanika, te genotip GG u 1% ispitanika. Ucestalost varijantnog alela G bila statisti¢ki znac¢ajno
veca kod zdravih ispitanika u odnosu na ucestalost kod ispitanika oboljelih od sporadi¢nog
karcinoma debelog crijeva. Takoder, homozigotni nosioci varijantnog alela G su bili statisticki
znacajno zastupljeniji u populaciji zdravih ispitanika.

U skupini zdravih kontrola genotip TLR4 +1196 CC je bio prisutan u 83% ispitanika, genotip
CT u 11,5% ispitanika, te genotip TT u 5,5% ispitanika. U skupini oboljelih od sporadi¢nog
karcinoma debelog crijeva genotip CC dokazan je u 89,5% ispitanika, genotip CT u 9,5%
ispitanika, te genotip TT u 1% ispitanika. Ucestalost varijantnog alela T je bila statisticki
znacajno veca skupini zdravih ispitanika u odnosu na ispitanike oboljele od sporadicnog
karcinoma debelog crijeva. Homozigotni nosioci varijantnog alela T bili su statisticki zna¢ajno
zastupljeniji u populaciji zdravih ispitanika.

Genotipovi polimorfizama +896A/G i +1196C/T gena TLR4 su bili vezani na ispitivanoj
populaciji, te su se nasljedivali u tri kombinacije genotipova (AA,CC; AG,CT i GG,TT).

Analiza prezivljenja (log-rank test) oboljelih od sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva u
odnosu na genotip polimorfizma +896A/G gena TLR4 nije pokazala statisticki znacajnu razliku u

prezivljenju izmedu oboljelih nosioca genotipa AA 1 oboljelih nosioca genotipa AG.
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