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1. Uvod

1.1. Karcinom pluca

Karcinom pluca je medu najucestalijim malignim bolestima u svijetu s visSe od 2 milijuna
novih prijavljenih slu¢ajeva u 2018. godini te oko 1,7 milijuna novih smrtnih slucajeva (WHO,
2018). U Hrvatskoj od karcinoma umire svaki Cetvrti stanovnik, Sto ga cini drugim
najznacajnijim uzrokom smrti, a od ukupnog broja karcinoma 18 % su slucajevi karcinoma
traheja, bronha i pluéa kod muskaraca te 8 % kod Zena. Po broju smrtnih slu¢ajeva karcinom
plucaje prviion je uzrok 19 % smrti od karcinoma (Slika 1). | stope ucestalosti i stope smrtnosti
od karcinoma vise su u muskaraca, nego u Zena, a prema podacima Hrvatskog zavoda za javno

zdravstvo posljednjih su godina te stope u porastu (HZJZ, 2018).

Pluéa
2 879 (19 9%)

Ostali karcinomi
5321 (36.9%)

Kolon i
rektum
2187 (15.1%)
Mjehur
558 (3.9%)
Zeludac Dojka
763 (5.3%) 1108 (7.7%)

Gusteraca Prostata
766 (5.3%) 85/ (5.0%)

Ukupno: 14 439

Slika 1. Procijenjen broj smrtnih slucajeva uzrokovanih karcinomom za Hrvatsku u 2018. godini

kod oba spola i svih Zivotnih dobi (preuzeto i prilagodeno iz: WHO 2018)

lako se vecina karcinoma pluca povezuje s pusenjem kao glavnim uzrokom, procjenjuje se da
oko 15 % sluéajeva karcinoma plu¢a kod muskaraca i oko 53% sluéajeva kod Zena nije
povezano s pusSenjem (Nakamura i Saji 2014). Karcinom pluéa se razvije kod jednog od 9

pusaca. Rizik je veci 10 do c¢ak 30 puta kod dugorocénih pusaca nego kod nepusaca. Rizik je



takoder proporcionalan s koli¢éinom popusenih cigareta jer se povecava izlozenost rizicnim
faktorima u duhanskom dimu. Procijenjeno je da bi se moglo sprijeciti do 20% smrti povezanih
s karcinomima kada bi se eliminiralo pusSenje cigareta. Vazna je i individualna podloznost
Stetnim tvarima iz dima, jer, iako se vise od 80% karcinoma pluca pojavljuje kod pusaca, manje
od 20 % pusaca razvije karcinom pluca (Alberg i sur. 2016). Osim dima cigarete drugi rizi¢ni
faktori ukljuéuju pasivno pusenje, izlozenost azbestu, izloZzenost zracenju i genetsku
predispoziciju. U posljednje vrijeme se sve viSe istraZzuje i virusna etiologija kod karcinoma
pluéa te se povezuje s najpoznatijim onkogenim virusima za koje se zna da sudjeluju u

tumorigenezi drugih tumora (Dela Cruz i sur. 2011).

Karcinom pluca zbog razlika u klini¢ckoj prezentaciji, prognozi i terapijskom pristupu mozemo
podijeliti u dvije skupine: karcinom plu¢a nemalih stanica (NSCLC, od eng. —non-small cell lung
cancer) i karcinom plu¢a malih stanica (SCLC, od eng. — small cell lung cancer) (Slika 2). Oko
85% slucajeva je NSCLC koji se dijeli u tri podskupine: adenokarcinom (40 — 45 %), karcinom
plocastih stanica (30 %) i karcinom velikih stanica (10 — 15 %). SCLC ¢ini oko 15 % svih

karcinoma pluca (Molina i sur. 2008).

AR

Slika 2. Stanice karcinoma iz biopsije pluéa. a) Karcinom plué¢a nemalih stanica. b) Karcinom

plu¢a malih stanica (preuzeto i prilagodeno prema: Davidson i sur. 2013)



Dva tipa karcinoma, SCLC i NSCLC, rastu i Sire se drugacije. Stadij karcinoma pluéa oznacava
koliko se karcinom prosirio u tijelu. Koristedi klasifikaciju TNM (TNM, od eng. — Classification
of Malignant Tumours) moze se odrediti koji je stadij karcinoma pluéa $to moze pomodi u

procjeni dijagnoze te u pristupu terapiji (Rami-Porta i sur. 2009).

U posljednjih nekoliko desetljeéa incidencija karcinoma pluéa raste u veéini zemalja svijeta te
je adenokarcinom u posljednjih 30 godina zamijenio karcinom plocastih stanica kao
najucestaliji tip karcinoma pluca. Danas je adenokarcinom najces¢i tip karcinoma pluéa u SAD-
u, Europi i Isto€noj Aziji, ukljucujudi i Japan (Alberg i sur. 2016). Ve¢inom nastaje u perifernim
dijelovima pluca, a manji dio nastaje unutar dusnika. Mikroskopski, tumor se sastoji od Zlijezda
oblozenih nepravilnim cilindri¢nim epitelnim stanica. Rizi¢ni faktor za razvoj adenokarcinoma
pluéa je pusenje kao i u ostalim tipovima karcinoma pluca, iako je ovaj tip najéesci karcinom
pluéa kod nepusaca. Adenokarcinom pluca ¢esto metastazira u pleuru, limfne ¢vorove, mozak,

kosti i nadbubrezne Zlijezde (Nakamura i Saji 2014).

1.2. Mutacije epidermnog faktora rasta u karcinomu pluca

Karcinom pluéa nastaje kao rezultat niza mutacija koje mogu biti ili stecene tijekom Zivota zbog
izlaganja riziknim agensima ili naslijedene. Medu brojnim mutacijama u klini¢kim
implikacijama se isti€u mutacije receptora epidermnog faktora rasta (EGFR, od eng. —
epidermal growth factor receptor) koje se nalaze u oko 15 — 20 % bijelaca (Rosell i sur. 2009)
te u oko 40 % Azijata s dijagnosticiranim NSCLC-om (Mitsudomi i sur. 2005). Prema rezultatima
rada Brcic¢a i suradnika iz 2014. godine udio mutacija gena EGFR kod novo dijagnosticiranih
NSCLC slucajeva za Republiku Hrvatsku iznosi 15,7 %. UCestala je i translokacija gena kinaze
anaplasti¢nog limfoma (ALK, od eng. — anaplastic lymphoma kinase) gdje dolazi do stvaranja
kimeri¢nog gena EML4 (od eng. — echinoderm microtubule-associated protein-like) i gena ALK,
a prisutna je u oko 5 % bolesnika s NSCLC-om (Pillai i Ramalingam 2011). Mutacija gena KRAS
nalazi se u oko 15 — 25 % bolesnika s NSCLC-om te se u 97 % slucajeva ta mutacija nalazi u

eksonu 2 ili eksonu 3 (Karachaliou i sur. 2013)

Protein EGFR je transmembranski protein koji svojom citoplazmatskom aktivnos$céu sudjeluje u

signalnom putu prijenosa signala preko faktora rasta iz izvanstani¢nog prostora u stanicu. Ako
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se uzme u obzir da vise od 60% NSCLC eksprimira EGFR, on je logi¢na meta za terapijske
protokole kod navedenih tumora. Inhibitori koji ciljaju tirozinsko kinaznu domenu EGFR-a su
razvijenii nalaze se u klini¢koj uporabi (Roengvoraphoj i sur. 2013). Ovakuvi lijekovi su posebno
uspjesni kod tumora koji imaju jednu od mutacija upravo u tirozinsko kinaznoj domeni EGFR-
a. Kod pacijenata s uznapredovalim stadijem karcinoma preporuca se inicijalna terapija s
tirozinsko kinaznim inhibitorima (TKl, od eng. — tyrosine kinase inhibitor) umjesto
kemoterapije. Zbog toga je testiranje na mutacije obavezno kako bi se identificirali takvi
pacijenti, jer dijagnoza temeljena samo na klinicko — patoloskim karakteristikama nije dovoljna

(da Cunha Santos i sur. 2011).

Signalni put EGFR-a ima vaznu ulogu u razvoju tumora kroz modifikaciju stani¢nog ciklusa,
inhibiciju apoptoze, indukciju angiogeneze i poticanje invazije i metastaziranja tumorskih
stanica. Kao odgovor na vezanje liganda dolazi do homodimerizacije EGFR-a ili do
heterodimerizacije s drugim receptorima iste porodice, najéesc¢e s receptorom HER2 (od eng.
— human epidermal growth factor receptor 2), Sto potom aktivira tirozinsko kinaznu domenu
receptora. Ovaj proces rezultira autofosforilacijom citoplazmatske domene receptora i
omogucava interakciju s adaptorskim molekulama, Sto dalje rezultira aktivacijom nizvodne
kaskade signalnog puta. Unutarstanicna signalizacija se uglavnom odvija preko signalnih
putova RAS — MEK — MAPK i PI3K — AKT te preko aktivacije transkripcijskog puta STAT
(Carcereny i sur. 2015). Nizvodna regulacija signalizacije EGFR-a u konacnici dovodi do

povecane proliferacije, angiogeneze, metastaziranja i smanjene apoptoze (Slika 3).
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Slika 3. Pojednostavljeni prikaz signalnih putova aktiviranih receptorom EGFR koji reguliraju
stani¢ne funkcije vazne u tumorigenezi (preuzeto i prilagodeno prema: da Cunha Santos i

sur. 2011).

Najéesée mutacije EGFR-a nalaze se u eksonima 18 — 21, koji kodiraju dio kinazne domene
EGFR-a. Mutacije su obicno heterozigotne, a mutantni alel mozZe bitii amplificiran. Pronadeno
je vise od 188 mutacija EGFR-a, ali otprilike 80 — 90 % Cine samo dvije: delecija 5 aminokiselina
eksona 19 (del19) i toc¢kasta mutacija eksona 21 koja rezultira supstitucijom arginina leucinom
na poziciji 858 (L858R). Ove mutacije povecavaju kinaznu aktivnost EGFR-a Sto dovodi do
hiperaktivacije nizvodnih signalnih putova potrebnih za prezivljavanje stanice (Carcereny i sur.
2015; da Cunha Santos i sur. 2011). Ovisno o promjeni u slijedu nukleotida sve mutacije se
mogu svrstati u tri kategorije. Prva kategorija obuhvaca kratke delecije 4 do 6 aminokiselina
unutar okvira ¢itanja na eksonu 19. Druga kategorija obuhvaca supstituciju jednog nukleotida
i moZe se dogoditi na eksonima 18 — 21. Treca kategorija su duplikacije i/ili insercije uglavnhom

na eksonu 20. Osim ovih mutacija javljaju se joS i sekundarne mutacije, koje dovode do
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rezistencije i nastaju kao odgovor na ciljanu EGFR-terapiju, a najées¢a od ovih mutacija je

zamjena metionina treoninom na poziciji 790 (T790M) (Lovly i sur. 2016).

Bez obzira na rasu, mutacije EGFR-a se najceS¢e pronalaze kod Zenskih nepusaca s
dijagnosticiranim adenokarcinomom. Medutim, mogu biti pronadene i u drugim tipovima
NSCLC-a, kod sadasnjih i bivSih pusaca kao i u drugim histoloSkim tipovima karcinoma pluéa.
U vedini slu¢ajeva mutacije EGFR-a se ne preklapaju s drugim onkogenim mutacijama

pronadenim u NSCLC-u (npr. mutacije gena KRAS, translokacije gena ALK) (Lovly i sur. 2016).

1.3. Virusi u tumorigenezi

Dosad je utvrdena virusna etiologija u nekoliko vrsta malignih tumora kod ljudi. Neki od
istrazenih virusa su danas prepoznati kao onkogeni virusi koji su povezanis odredenom vrstom
tumora. To su ljudski virus leukemije T-stanica (HTLV-1), virus Epstein-Barr (EBV), ljudski virus
herpesa (HHV-8) i ljudski virus papiloma (HPV). Istrazuju se i drugi virusi kao potencijalni
kancerogeni faktori, ali joS uvijek nije potvrdena njihova konacna uloga kao uzrocnika
karcinoma kod ljudi. To se posebno odnosi na neke vrste poliomavirusa, te ostale vrste iz

porodice herpesvirusa poput ljudskog citomegalovirusa (CMV) (Brouchet i sur. 2005).

Oko 80% odraslih osoba se tijekom Zivota zarazi citomegalovirusom. Ovaj virus pripada
porodici Herpesviridae. Kao i drugi herpesvirusi i CMV ostaje dozivotno kod zarazene osobe
te postoji mogucénost latentne infekcije nakon zaraze. CMV inficira Sirok raspon stanica u tijelu.
Do infekcije najvjerojatnije dolazi prvo u epitelnim stanicama odakle virus inficira monocite za
koje se smatra da imaju najvazniju ulogu u daljnjem prijenosu CMV-a kroz ostatak tijela. Virus
takoder mozZe inficirati endotelne stanice, fibroblaste, hepatocite, Zlijezde slinovnice,
neutrofile, makrofage, limfocite a katkad cak i glatke miSi¢e i neurone. Pretpostavlja se da,
zbog Sirokog raspona stanica koje inficira, CMV ulazi preko receptora koji se moze pronaci kod
skoro svih stanica ili da koristi razli¢ite receptore za ulazak u stanicu. Mnoge komponente
stani¢ne povrsine su identificirane kao receptori za virus kao $to je receptor trombocitnog
faktora rasta (PDGFR, od eng. — platelet-derived growth factor receptor) te integrini. EGFR je
takoder identificiran kao receptor za CMV te je esencijalan za vezanje virusa na stanicu te

regulaciju daljnje signalizacije potrebne za ulazak virusa (Slika 4) (Falcdo i sur. 2017).
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Slika 4. Signalni put EGFR-a potreban za ulazak CMV-a u stanicu. Glikoproteini B i H (gB, gH) se
vezu na EGFR i integrin avp3 te pokrec¢u kaskadu PI3K i Src Sto dovodi do destabilizacije
aktinskih vlakna i virusne translokacije u stanicu. Drugi identificirani receptori su PDGFR i

integrin af1 (preuzeto i prilagodeno prema: Falcdo i sur. 2017)

U posljednje vrijeme se istrazuje povezanost CMV-a s malignim gliomima, te s karcinomom
prostate i kolona. Infekcija CMV-om interferira s unutarstani¢nim i izvanstani¢nim putovima
apoptoze djelujuéi na tumorske supresore p53 i p73 te preko njih aktivira signalni put za
prezivljenje stanice. Protein MIE iz CMV-a (od eng. immediate early protein) inhibira p53 in

vitro, Sto potencijalno ima ulogu u formiranju tumora (Mui i sur. 2017).

Jedan od najbolje istraZivanih i najvazniji virus povezan s ljudskim karcinomima je ljudski virus
papiloma (HPV, eng. — human papillomavirus). Pripada porodici Papillomaviridae te HPV naziv
obuhvada grupu vrlo rasprostranjenih virusa koji inficiraju koZu i sluznicu. Identificirano je vise
od 200 vrsta koje su podijeljene u dvije skupine: grupe koje Cine tipovi visokog rizika i tipovi
niskog rizika. Utvrdeno je da su onkogeni tipovi HPV-a, odnosno tipovi visokog rizika, najvazniji
etioloSki faktor kod karcinoma vrata maternice. Onkogeni potencijal HPV-a dolazi od
mogucnosti virusa da interferira sa stanicnim ciklusom i tumorsko supresivnim funkcijama

stanice kroz onkoproteine E6 i E7 (E, eng. - early), koji inaktiviraju proteine p53 i Rb (eng. —
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retinoblastoma) (Mui i sur. 2017). Tijekom zadnja dva desetljeca istrazuje se uloga HPV-a u
karcinomima plocastih stanica na razli¢itim sluznicama, ukljucujuéi oralnu sluznicu, dusnik,
sinuse, grkljan te bronhe i plué¢a (Giuliani i sur. 2007). Poveznicu HPV-a s lezijama u plocastim
stanicama bronha prvi je predlozio Syrjanen 1980. koji je opisao epitelne promjene u
karcinomu bronha kao vrlo sli¢cne onima vec¢ utvrdenima kod kondilomatoznih lezija Zenskog
genitalnog trakta uzrokovanih HPV-om. Infekcija HPV-a u karcinomu plocastih stanica pluéa
je dokazana, medutim nije konzistentna i postoje razlike medu drzavama, rasama, pusackom
statusu te spolu. Visoka incidencija HPV-a u karcinomu pluéa je uocena u azijskim drzavama,
posebice kod nepusaca, dok europske studije daju razliCite rezultate. Uoceno je su tipovi HPV-
a visokog rizika, HPV 16 i HPV 18, ceSée povezani s karcinomom pluéa nego ostali tipovi.
Pokazano je da onkogeni E6 i E7, iz ova dva tipa HPV-a, imortaliziraju ljudske epitelne stanice
traheja. IstraZivanja koja se bave HPV-om u karcinomu pluca daju razliCite rezultate, Sto mozda
ovisi i o genetskom utjecaju, metodologiji detekcije HPV-a te o utjecaju okolisa (Dela Cruz i
sur. 2011), medutim novije studije pokazuju da postoji povezanost mutacija EGFR-a kod
adenokarcinoma pluca s infekcijom ljudskim virusom papiloma, i to podtipovima HPV16 i
HPV18. Oko 30 % pacijenata Cije tumorske stanice imaju neku mutaciju EGFR-a inficirano je i

HPV-om tipa visokog rizika (Li i sur. 2016).

Virus Epstein-Barr, prijaSnjeg naziva ljudski herpesvirus 4, jedan je od osam za covjeka
patogenih herpesvirusa iz porodice Herpesviridae. Virus se razmnozava u B-limfocitima,
stanicama viSeslojnoga plocastog epitela Zdrijela, u epitelnim stanicama cerviksa, a moZe se
na¢i i u spermi. EBV se povezuje s Burkittovim limfomom, Hodgkinovim limfomom i
nazofarengialnim karcinomom (NPC, od eng. nasopharyngeal carcinoma) i rijetkim oblikom
karcinoma pluéa — pluénim limfoepiteloidnim karcinomom (LELC, od eng. -
lymphoepithelioma-like carcinoma) — koji se javlja uglavnom kod azijskih pacijenata (Dela Cruz
i sur. 2011; Nakanishi i sur. 2017; Xie i sur. 2018). Kod nazofaringealnog karcinoma je gotovo
100 % slucajeva inficirano EBV-om, a veliki metastatski potencijal tog karcinoma povezan je s
pove¢anom aktivnosti EGFR-a. PredloZen je model djelovanja virusa preko latentnog
membranskog proteina 2A kodiranog EBV-om (LMP2A) koji povedéava razinu unutarstani¢nih
kalcijevih iona, aktivira protein kalpain zbog Cega dolazi do povecane aktivnosti cijepanja

integrina B4 pa stanice NPC-a imaju veliki migracijski i metastatski potencijal (Liang i sur. 2017).



EBV uzrokuje limfoproliferativne bolesti u imunokompetentnih i imunokompromitiranih
bolesnika. Naj¢esca klinicka manifestacija infekcije u imunokompetentnih osoba je infektivna
mononukleoza. Jedini domadin i izvor infekcije je Covjek. Virus je vrlo rasprostranjen, nakon
Cetrdesete godine Zivota oko 90 % populacije ima specifi¢na antitijela kao dokaz kontakta s
virusom. Bududi da je EBV osjetljiv na vanjske faktore te vrlo brzo gubi infektivnost izvan
covjeka, za prijenos je potreban neposredan kontakt sa svjezom tjelesnom tekuc¢inom koja
sadrzava aktivan virus, poglavito slinom. Nakon primarne infekcije EBV zaostaje u latentnom
stanju, najcesée u B-limfocitima a ponekad i u epitelnim stanicama, T-limfocitima ili NK-

stanicama (od eng. — natural killer) (Mui i sur. 2017).

Utvrdeno je da mnogi virusi koriste put ulaska u stanicu koji pocinje vezanjem za EGFR te da
EGFR djeluje kao koreceptor za ulazak CMV-a u stanice, npr. monocite, gdje se prilikom
vezanja virusa uoCila pojacana aktivnost EGFR-a, popracena s dodatnom nizvodnom

fosforilacijom signalnih putova (Falcdo i sur. 2017).

2. Hipoteza i ciljevi istrazivanja

Hipoteza istraZivanja je da je nastanak karcinoma plu¢a s mutacijom EGFR-a povezan s
virusnom etiologijom.
Ciljevi istrazivanja:
e utvrditi prisutnost DNA virusa CMV, HPV 16, HPV 18 i EBV kod pacijenata s karcinomom
pluc¢a kod kojih je utvrdena mutacija EGFR-a
e utvrditi prisutnost DNA virusa CMV, HPV 16, HPV 18 i EBV kod pacijenata s karcinomom
pluéa kod kojih nije utvrdena mutacija EGFR-a

e utvrditi potencijalnu razliku u virusnoj etiologiji kod dvije skupine karcinoma pluéa



3. Materijali i metode
3.1. Ispitanici

U ovo istrazivanje uklju¢eno je 67 ispitanika s karcinomom pluca. Ispitanici su
podijeljeni u dvije skupine. Prva skupina se sastojala od 34 pacijenta kod kojih je dokazana
mutacija EGFR-a, a druga, kontrolna skupina, je obuhvadala 33 pacijenta s karcinomom pluéa
kod kojih nije nadena mutacija EGFR-a. Oba spola su bila zastupljena u otprilike jednakom
omjeru u obje grupe ispitanika. Grupe su usporedive i prema dobi ispitanika. Svi koristeni
uzorci dio su studije odobrene od strane nadleznog povjerenstva Klinike za pluéne bolesti
Jordanovac.

Od ukupno 34 ispitanika iz prve skupine 14 osoba su pripadnici muskog spola (41,2 %)
a 20 Zenskog spola (58,8 %). U drugoj, kontrolnoj, skupini od 33 ispitanika, 13 osoba su
pripadnici muskog spola (39,4 %) a 20 Zenskog spola (60,6 %). Medijan dobi u skupini ispitanika
s mutacijom EGFR-a je bio 69 godina (39 — 91). Medijan dobi u kontrolnoj skupini je bio 69
godina (44 — 89). U skupini ispitanika s mutacijom EGFR-a 24 su bila nepusaca, 8 pusaca
(ukljuCuje i bivse pusace), a za dvije osobe nije bilo podataka o pusackom statusu. U skupini
bez mutacija EGFR-a bila su 23 pusaca (ukljucujudi i bivSe pusace) te 10 nepusaca. Podaci o

ispitanicima se nalaze u tablici 1.
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Tablica 1. Popis ispitanika po skupinama

Skupina ispitanika kod kojih nije
Skupina ispitanika s mutacijom EGFR-a dokazana mutacija EGFR-a
sifra mutacija Sifra
pacijenta spol | dob EGFR-a pacijenta e gek
67 z 89 Ex20Ins 1 m 65
133 m 70 L858R 2 m 56
144 z 64 Ex19Del 8 m 70
147 m 80 L858R 18 z 78
154 m 91 L858R 22 z 46
156 Z 71 L858R 27 m 44
192 m 65 L858R 30 z 53
197 z 82 L858R 41 m 81
231 Z 73 L858R 47 z 74
. L858R; .
248 z 76 Ex20Ins 50 z 72
259 Z 68 L858R 52 z 52
264 Z 49 S768I 58 z 84
269 Z 85 | L858R; T790M 59 z 89
“ Ex19Del; .
273 z 70 T790M 71 z 63
342 Z 47 Ex19Del 87 z 64
344 m 39 Ex19Del 145 z 58
356 m 82 L858R 261 z 87
402 m 58 L858R 300 z 68
432 z 59 Ex19Del 310 z 77
434 z 56 Ex19Del 350 z 83
482 z 85 Ex19Del 369 m 67
504 m 49 | T790M, G719X 380 m 57
516 z 74 Ex19Del 404 m 85
Ex21 L858R, .
519 m 57 Ex20Ins 405 z 80
521 m 76 Ex18G719X 458 m 75
583 z 75 Ex21 L858R 564 z 71
640 m 72 Ex20Ins 655 m 85
684 z 88 Ex19 Del 657 z 68
698 z 83 Ex21 L858R 670 z 83
729 m 57 Ex21 L858R 792 m 53
745 m 62 Ex21 L858R 808 z 78
751 m 76 Ex19 Del 813 m 57
836 z 74 Ex 19 Del 899 m 75
860 z 65 Ex21 L858R
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3.2 Metode

3.2.1. Lancana reakcija polimerazom

Virusnu DNA kod ispitanika detektirala sam lan¢anom reakcijom polimerazom (PCR, od
eng. — polymerase chain reaction) koristenjem specifi¢nih setova pocetnica. Lan¢ana reakcija
polimerazom omogucuje umnazanje odredenog dijela DNA kalupa in vitro (Alberts i sur. 2002).
Poznavajudi nukleotidni slijed u blizini 5'i 3' — dijela DNA koji Zelimo umnoziti, konstruiraju se
oligonukleotidne pocetnice nizvodne (f, od eng. - forward) i uzvodne (r, od eng. — reverse)
orijentacije. PCR se sastoji od 3 ciklusa, a svaki ciklus se sastoji od denaturacije, prianjanja

pocetnica i produljivanja lanaca.

Za HPV 16 i HPV 18 sam umnazala regiju gena E7. Kod HPV 16 ocekivana veli¢ina produkta
reakcije PCR je 212 pb, a za HPV 18 velicina produkta reakcije PCR je 236 pb (Gheit i sur. 2006).
Za EBV sam umnazala regiju BamH1-W, a veli¢ina produkta reakcije PCR je 314 pb (Brocksmith
i sur. 1991). Kod CMV-a sam umnazala dvije regije, jedna je regija ranog gena MIE (od eng. —
immediate-early gene) a druga je ona za glikoprotein B (gB) (Fenner i sur. 1991). Glikoprotein
B sam umnazala metodom ugnijezdenog PCR-a (od eng. — nested PCR) s dva seta pocetnica
(Coyle i sur. 2002). Velic¢ina produkta za analizu gena MIE je 110 pb, a veli¢ina produkata za
gen gB je u prvom ciklusu PCR-a s poc¢etnicama A i B 326 pb, a u drugom ciklusu s po¢etnicama

CiD je 301 pb. Sekvencije pocetnica se nalaze u tablici 2.
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Tablica 2. Oligonukleotidne pocetnice koristene za reakcije PCR-a i ugnijezdenog PCR-a.

. S .. v . Velic¢ina produkta
Virus Pocetnica Sekvencija pocetnice (5' - 3') P

(pb)
HPV 16 HPV 16f TGAGCAATTAAATGACAGCTCAGAG 12
HPV 16r TGAGAACAGATGGGGCACACAAT
HPV 18 HPV 18f GACCTTCTATGTCACGAGCAATTA )36
HPV 18r TGCACACCACGGACACACAAAG
£BY EBV1 AAAGCGGGTGCAGTAACAGGTAAT 314
EBV2 TTGACTGAGAAGGTGGCCTAGCAA
MIE6 AGTGTGGATGACCTACGGGCCATCG 110
MIE7 GGTGACACCAGAGAATCAGAGGAGC
MV
MY CMV 5A TCATGAGGTCGTCCAGA 226
CMV 5B TGAGGAATGTCAGCTTC
CMV 5C TCGTCCAGACCCTTGAGGTA 301
CMV 5D CCAGCCTCAAGATCTTCA T

Sve pocetnice (Macrogen Inc., Korea) su bile liofilizirane u koncentraciji 25 nM. Otopljene su

tako da se dobije koncentracija 100 pmol/pL.

Prije provodenja reakcije PCR-a na uzorcima izoliranima iz ispitanika isprobala sam razliCite
uvjete kako bih dobila optimalni protokol pojedinih reakcija. Kao kalup sam koristila DNA
izoliranu iz stanica za koje je ve¢ prije utvrdeno da se u njima nalaze virusi od interesaiili izolate
samog virusa, a ti su uzorci kasnije koristeni i kao pozitivhe kontrole. Koristene pozitivhe

kontrole opisane su u tablici 3.

Tablica 3. Izvor DNA koristene kao pozitivna kontrola.

Virus Virusna DNA
HPV 16 izolirana iz stanica Hela
HPV 18 izolirana iz stanica karcinoma vrata maternice
EBV izolirana iz stanica limfoma
[@\V\Y] izolirana iz krvne plazme pacijenta zarezenog virusom

Reakcijske smjese PCR-a sadrzavale su EmeraldAmp PCR MasterMix 2X (Takara Bio Inc.),
oligonukleotidne pocetnice u koncentraciji od 0,2 uM, uzorak DNA koncetracije 5 ng/pL i

dH,0.
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Uvjeti koji su koristeni za reakcije PCR-a nalaze se u tablici 4.

Tablica 4. Optimizirani uvjeti reakcija PCR-a

Temperatura Vrijeme
Pocetna denaturacija 98 °C 2 min
Denaturacija kalupa 98 °C 10s
Prijanjanje pocetnica 60 °C 30s 40 ciklusa
Produljivanje lanaca 72 °C 30s
Zavrsno produljivanje 72 °C 2 min

Umnozene produkte dobivene reakcijom PCR-a analizirala sam elektroforezom u 2 % - thom
agaroznom gelu. Koristila sam agarozu u prahu (Sigma-Aldrich, Inc.) i pufer 1X TAE (Tris-Acetat-
EDTA), a elektroforeza se vozila 30 min na 120 V. Koristila sam marker veli¢ina DNA GeneRuler

DNA Ladder Mix, 0.1ug/uL (Thermo Fisher Scientific, USA).

3.2.2 Statisticka analiza

Podatke dobivene eksperimentima sam statisticki analizirala u programu SPSS 25 (IBM,
Armonk, New York). Koristila sam hi-kvadrat test za usporedbu ucestalosti infekcije virusima
izmedu skupine koja ima mutaciju EGFR-a i skupine kod koje nije dokazana mutacija EGFR-a.

Statisti¢ka znacajnost postavljena je na p < 0.05.
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4. Rezultati

4.1. Optimizacija testova za detekciju virusa

Nakon viSe isprobanih uvjeta za reakciju PCR-a sa specifi¢nim pocetnicama za CMV, EBV i HPV,
uspostavljeni su optimalni uvjeti koji se nalaze u tablici 4. Kao pozitivhe kontrole za ostale
reakcije su posluzili uzorci na kojima su uspostavljeni optimalni uvjeti. Rezultati optimizacije
prikazani su na slici 5. Dobivene su vrpce DNA ocekivanih veliina za pozitivhe uzorke, a na

negativnim kontrolama nema vrpci DNA $to potvrduje uspjeSno provedenu reakciju PCR-a.

Slika 5. Pozitivne kontrole za detekciju virusa CMV, EBV i HPV.

4.2. Detekcija HPV-a u stanicama karcinoma pluca

Analizirana je prisutnost DNA virusa HPV u uzorcima karcinoma pluéa kod kojih je utvrdena
mutacija EGFR-a i onih kod kojih nije dokazana mutacija EGFR-a. U skupini ispitanika s
mutacijom EGFR-a virus HPV 16 je detektiran kod 10 (29,4 %) pacijenata (Slika 6). Od toga su
2 (14,3 %) ispitanika mlada od 69 godina, a 8 ispitanika (40 %) je starije od 69 godina. Od
ukupnog broja ispitanika kod kojih je naden virus 6 (42,9 %) je muskog spola a 4 su (20 %)
Zenskog spola. Od ukupnog broja pusaca kod 5 (62,5 %) ispitanika je detektiran HPV16, a i od

ukupnog broja nepusaca kod 5 (20.8 %) ispitanika utvrden je HPV 16. Nije utvrdena statisticki
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znacajna povezanost izmedu infekcije HPV 16-om i spola i dobi, dok je izmedu infekcije HPV
16-om i pusackog statusa utvrdena statisti¢ki znac¢ajna povezanost od 0,028 unutar skupine s

mutacijom EGFR-a (Tablica 5).

Slika 6. Detekcija prisutnosti virusa HPV 16 u istraZzivanim uzorcima

Tablica 5. Usporedba dobi, spola i pusackog statusa s prisutnoscu virusa HPV 16 u tumorskim
stanicama kod ispitanika s dokazanom mutacijom EGFR-a.

. . HPV16 ..
Karakteristike . . p - vrijednost
pozitivho negativho
Dob
0, 0,
<69 2 (14,3 %) 12 (85,7 %) 0,105
269 8 (40,0 %) 12 (60,0 %)
Spol
Muski 6 (42,9 %) 8 (57,1 %) 0150
Zenski 4 (20,0 %) 16 (80,0 %) '
Pusenje
D 0, 0,
a 5(62,5 %) 3(37,5%) 0,028
Ne 5(20,8 %) 19 (79,2 %)
Ukupno 10(29,4 %) 24 (70,6 %)

U skupini ispitanika kod koje nije dokazana mutacija EGFR-a virus HPV 16 je detektiran kod 3
(29,4 %) ispitanika. Od toga je 1 (6,7 %) ispitanik mladi od 69 godina a 2 (11,1 %) ispitanika su
stariji od 69 godina. Od ukupnog broja ispitanika kod kojih je naden virus 2 (15,4 %) su muskog
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spola a 1 (5 %) ispitanik je Zenskog spola. Od ukupnog broja pusaca kod jednog (4,3 %)
ispitanika je detektiran HPV 16, a od ukupnog broja nepusaca kod 2 (20,8 %) ispitanika je
utvrden HPV 16. Nije utvrdena statisticki znacajna povezanost izmedu infekcije HPV16-om i
spola, dobi te puSackog statusa unutar skupine kod koje nije dokazana mutacija EGFR-a

(Tablica 6).

Tablica 6. Usporedba dobi, spola i pusackog statusa s prisutnoscu virusa HPV16 u tumorskim
stanicama kod ispitanika kod kojih nije dokazana mutacija EGFR-a.

.. HPV16 ..
Karakteristike . . p - vrijednost
pozitivho negativho
Dob
o) o)
<69 1(6,7 %) 14 (93,3 %) 0,658
269 2 (11,1 %) 16 (88,9 %)
Spol
Muski 2 (15,4 %) 11 (84,6 %) 0822
Zenski 1 (5,0 %) 19 (95,0 %) '
Pusenje
Da 0, 0,
1(4,3%) 22 (95,7 %) 0,151
Ne 2 (20,0 %) 8 (80,0 %)
Ukupno 3(9,1%) 30 (90,9 %)

U skupini ispitanika s mutacijom EGFR-a kod njih 10 je detektiran HPV 16, dok je u skupini kod
koje nije dokazana mutacija EGFR-a kod 3 ispitanika detektiran HPV 16. Statisticki je utvrdena

¢esca infekcija virusom HPV 16 stanica koje imaju mutaciju EGFR-a (p=0,035) (Tablica 7).

Tablica 7. Usporedba prisutnosti virusa HPV 16 u tumorskim stanicama izmedu skupine kod
koje postoji mutacija EGFR-a i skupine kod koje nije dokazana mutacija EGFR-a.

. HPV16 ..
Karakteristike i . p - vrijednost
pozitivho negativno
EGFR status
pozitivan 10 (29,4 %) 24 (70,6 %) 0035
negativan 3(9,1 %) 30 (90,9 %) '
Ukupno 13 (19,4 %) 54 (80,6 %)
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U skupini ispitanika s mutacijom EGFR-a virus HPV 18 je detektiran kod 23 (67,6 %) ispitanika.
Od toga je 11 (78,6 %) ispitanika mlade od 69 godina a 12 ispitanika (60 %) je starije od 69
godina. Od ukupnog broja ispitanika kod kojih je naden virus 9 (64,3 %) je muskog spola a 14
(70 %) su Zenskog spola. Od ukupnog broja pusaca kod 6 (75 %) ispitanika je detektiran HPV
18, a od ukupnog broja nepusaca kod 15 (62.5 %) ispitanika je utvrden HPV 18. Nije utvrdena
statisticki zna€ajna povezanost izmedu infekcije virusom HPV 18 i spola, dobi i pusackog

statusa unutar skupine kod koje postoji mutacija EGFR-a (Tablica 8).

Tablica 8. Usporedba dobi, spola i pusackog statusa s prisutnoscu virusa HPV 18 u tumorskim
stanicama kod ispitanika s dokazanom mutacijom EGFR-a.

Karakteristike . HPV 18 . p - vrijednost
pozitivho negativho
Dob
<69 11 (78,6 %) 3(21,4 %) 0,255
269 12 (60,0 %) 8 (40,0 %)
Spol
1VIu§ki 9 (64,3 %) 5(35,7 %) 0726
Zenski 14 (70,0 %) 6 (30,0 %) '
Pusenje
Da 6 (75,0 %) 2 (25,0 %) 0,519
Ne 15 (62,5 %) 9 (37,5 %)
Ukupno 23 (67,6 %) 11 (32,4 %)
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U skupini ispitanika kod koje nije dokazana mutacija EGFR-a kod jednog (3,1 %) ispitanika je

detektiran virus HPV 18. Ispitanik je Zenska osoba, starija od 69 godina i pusac (Tablica 9).



Tablica 9. Usporedba dobi, spola i pusackog statusa s prisutnoscu virusa HPV 18 u tumorskim
stanicama kod ispitanika kod kojih nije dokazana mutacija EGFR-a.

.. HPV 18 ..
Karakteristike . . p - vrijednost
pozitivho negativno
Dob
<
69 0 15 0,354
269 1(5,6 %) 17 (94,4 %)
Spol
Muski
. . 0 13 0,413
Zenski 1(5,0 %) 19 (95,0 %)
Pusenje
Da 0, 0,
1(4,3 %) 22 (95,7 %) 0,503
Ne 0 10
Ukupno 1(3,1%) 32 (96,9 %)

U skupini ispitanika s mutacijom EGFR-a kod njih 23 je detektiran HPV 18, dok je u skupini kod

koje nije dokazana mutacija EGFR-a kod jednog ispitanika utvrden HPV 18. Statisticki je

utvrdena cesca infekcija virusom HPV 18 stanica koje imaju mutaciju EGFR-a (p<0.001) (Tablica

10).

Tablica 10. Usporedba prisutnosti virusa HPV 18 u tumorskim stanicama izmedu skupine kod
koje postoji mutacija EGFR-a i skupine kod koje nije dokazana mutacija EGFR-a.

. . HPV 18 ..
Karakteristike . . p - vrijednost
pozitivho negativno
EGFR status
H 0, 0,
pozitivan 23 (67,6 %) 11 (32,4 %) <0.001
negativan 1(3,0%) 32 (97,0 %)
Ukupno 24 (35,8 %) 43 (64,2 %)
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4.3. Detekcija CMV-a u stanicama karcinoma pluca

U skupini ispitanika s mutacijom EGFR-a virus CMV (MIE) je detektiran kod 13 (38,2 %)
ispitanika (Slika 7). Od toga je 5 (35,7 %) ispitanika mlade od 69 godina a 8 ispitanika (40 %) je
starije od 69 godina. Od ukupnog broja ispitanika kod kojih je naden virus 4 (28,6 %) je muskog
spola a 9 (45 %) je Zenskog spola. Od ukupnog broja pusaca kod jednog (12,5 %) ispitanika je
detektiran CMV (MIE), a od ukupnog broja nepusaca kod njih 11 (45,8 %) je detektiran CMV
(MIE). Nije utvrdena statisticki znacajna povezanost izmedu infekcije virusom CMV (MIE) i
spola, dobi i pusackog statusa unutar skupine kod koje je dokazana mutacija EGFR-a (Tablica

11).

Slika 7. Detekcija virusa CMV (MIE) u istrazivanim uzorcima.

Tablica 11. Usporedba dobi, spola i pusackog statusa s prisutnos¢u virusa CMV (MIE) u
tumorskim stanicama kod ispitanika s dokazanom mutacijom EGFR-a.

Karakteristike CMV (MIE) p - vrijednost
pozitivho negativno
Dob
<69 5 (35,7 %) 9 (64,3 %) 0,800
269 8 (40,0 %) 12 (60,0 %)
Spol
IvV|u§ki 4 (28,6 %) 10 (71,4 %) 0332
Zenski 9 (45,0 %) 11 (55,0 %) '
Pusenje
Da 1(12,5%) 7 (87,5 %) 0,092
Ne 11 (45,8 %) 13 (54,2 %)
Ukupno 13 (38,2 %) 21 (61,8 %)
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U skupini ispitanika kod koje nije dokazana mutacija EGFR-a kod ni jednog ispitanika nije

utvrdena prisutnost virusa CMV (MIE) (Tablica 12).

Tablica 12. Usporedba dobi, spola i pusackog statusa s prisutnoscu virusa CMV (MIE) u
tumorskim stanicama kod ispitanika kod kojih nije dokazana mutacija EGFR-a.

Karakteristike . CMV (MIE) . p - vrijednost
pozitivho negativho
Dob
<69 0 15
269 0 18 )
Spol
Muski 0 13
Zenski 0 20 )
Pusenje
Da 0 23
Ne 0 10 ]
Ukupno 0 33

U skupini ispitanika s mutacijom EGFR-a virus CMV (MIE) je detektiran kod 13 ispitanika, dok
u skupini kod koje nije dokazana mutacija EGFR-a kod ni jednog ispitanika nije utvrdena
prisutnost CMV (MIE). Statisticki je utvrdena ceséa infekcija virusom CMV (MIE) stanica koje
imaju mutaciju EGFR-a (p<0,001) (Tablica 13).

Tablica 13. Usporedba prisutnosti virusa CMV (MIE) u tumorskim stanicama izmedu skupine
kod koje postoji mutacija EGFR-a i skupine kod koje nije dokazana mutacija EGFR-a.

Karakteristike CMV (MIE) ..
i . p - vrijednost
pozitivho negativno
EGFR status
H 0, 0,
pozitivan 13 (38,2 %) 21 (61,8 %) <0,001
negativan 0 33
Ukupno 13 (19,4 %) 54 (80,6 %)
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U skupini ispitanika s mutacijom EGFR-a, nakon ugnijezdene reakcije PCR-a, virus CMV (gB) je
detektiran kod 4 (13,3 %) ispitanika. Od toga je 1 (7,2 %) ispitanik mladi od 69 godina a 3
ispitanika (15 %) su starija od 69 godina. Od ukupnog broja ispitanika kod kojih je naden virus
2 (14.3 %) su muskog spola i 2 (10 %) su Zenskog spola. Od ukupnog broja pusaca kod 3 (37,5
%) ispitanika je detektiran CMV (gB), a od ukupnog broja nepusaca kod jednog (4,2 %) je
utvrdena prisutnost CMV-a (gB). Nije utvrdena statisticki znacajna povezanost izmedu
infekcije virusom CMV-a (gB) i spola, dobi i pusackog statusa unutar skupine kod koje je

dokazana mutacija EGFR-a (Tablica 14).

Tablica 14. Usporedba dobi, spola i puSackog statusa s prisutnoscu virusa CMV (gB) u
tumorskim stanicama kod ispitanika s dokazanom mutacijom EGFR-a.

B
Karakteristike . CMV (gB) . p - vrijednost
pozitivho negativho
Dob
(o) o)
<69 1(7,2 %) 13 (92,8 %) 0,484
269 3 (15,0 %) 17 (85,0 %)
Spol
Muski 2 (14,3 %) 12 (85,7 %) 0703
Zenski 2 (10,0 %) 18 (90,0 %) '
Pusenje
Da 0, 0,
3(37,5%) 5(62,5 %) 1,000
Ne 1(4,2 %) 23 (95,8 %)
Ukupno 4(13,3%) 30 (88,2 %)

U skupini ispitanika kod koje nije dokazana mutacija EGFR-a, nakon ugnijezdene reakcije PCR-
a, virus CMV (gB) je utvrden kod jednog (3,1 %) ispitanika, Zenskog spola, nepusaca, dobi
starije od 69 godina (Tablica 15).
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Tablica 15. Usporedba dobi, spola i pusackog statusa s prisutnoSc¢u virusa CMV (gB) u

tumorskim stanicama kod ispitanika kod kojih nije dokazana mutacija EGFR-a.

MV (gB
Karakteristike . CMV (gB) . p - vrijednost
pozitivho negativno
Dob
<
69 0 15 0,354
269 1(5,6 %) 17 (94,4 %)
Spol
Muski
. . 0 13 0,413
Zenski 1 (5,0 %) 19 (95,0 %)
Pusenje
Da
0 23 0,124
Ne 1 (10,0 %) 9 (90,0 %)
Ukupno 1(3,1%) 32 (96,9 %)

U skupini ispitanika s mutacijom EGFR-a virus CMV (gB) detektiran je kod 4 ispitanika, dok u

skupini kod koje nije dokazana mutacija EGFR-a je kod jednog ispitanika utvrdena prisutnost

CMV (gB). Nije utvrdena statisticki znacajna ¢esc¢a infekcija virusom CMV-a (gB) stanica koje

imaju mutaciju EGFR-a (Tablica 16).

Tablica 16. Usporedba prisutnosti virusa CMV (gB) u tumorskim stanicama izmedu skupine
kod koje postoji mutacija EGFR-a i skupine kod koje nije dokazana mutacija EGFR-a.

Karakteristike CMV (gB) ..
. . p - vrijednost
pozitivho negativno
EGFR status
pozitivan 4 (11,8 %) 30 (88,2%) 0174
negativan 1(3,0 %) 32 (97,0 %) '
Ukupno 5(7,5 %) 62 (92,5 %)
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4.4, Detekcija EBV-a u stanicama karcinoma pluca

U skupini ispitanika s mutacijom EGFR-a virus EBV je detektiran kod 26 (76,5 %) ispitanika(Slika
8). Od toga je 11 (78,6 %) ispitanika mlade od 69 godina, a 15 (78,6 %) ispitanika je starije od
69 godina. Od ukupnog broja ispitanika kod kojih je naden virus njih 11 (64,3 %) je muskog
spola, a 15 (75 %) Zenskog spola. Od ukupnog broja pusaca kod 7 (87,5 %) ispitanika je
detektiran virus EBV, a od ukupnog broja nepusaca kod 17 (70,8 %) ispitanika je detektiran
EBV. Nije utvrdena statisticki znacajna povezanost izmedu infekcije virusom EBV-a i spola, dobi

i pusackog statusa unutar skupine s mutacijom EGFR-a (Tablica 17).

ey L T
™ 519 521 583 640 684 698 729 745 751 836 860 EBV+  EB\

Slika 8. Detekcija virusa EBV u istraZzivanim uzorcima.

Tablica 17. Usporedba dobi, spola i pusackog statusa s prisutnos$cu virusa EBV u tumorskim
stanicama kod ispitanika s dokazanom mutacijom EGFR-a.

Karakteristike . EBV . p - vrijednost
pozitivho negativho
Dob
0, 0,
<69 11 (78,6 %) 3(21,4 %) 0,809
269 15 (75,0 %) 5 (25,0 %)
Spol
Muski 11 (78,6 %) 3(21,4 %) 0.809
Zenski 15 (75,0 %) 5 (25,0 %) '
Pusenje
D 0, 0,
a 7 (87,5 %) 1(12,5%) 0,346
Ne 17 (70,8 %) 7 (29,2 %)
Ukupno 26 (76,5 %) 8 (23,5 %)
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U skupini ispitanika kod koje nije dokazana mutacija EGFR-a virus EBV je detektiran kod 6 (18,2
%) ispitanika. Od toga je 4 (26,7 %) ispitanika mlade od 69 godina a 2 (11,1 %) ispitanika su
starija od 69 godina. Od ukupnog broja ispitanika kod kojih je naden virus njih 4 (30,8 %) je
muskog spola a 2 (10 %) su Zenskog spola. Od ukupnog broja pusaca kod 5 (21,7 %) ispitanika
je detektiran EBV, a od ukupnog broja nepusaca kod jednog (10 %) ispitanika je detektiran
EBV. Nije utvrdena statisticki znacajna povezanost izmedu infekcije virusom EBV-a i spola, dobi

i pusackog statusa unutar skupine kod koje nije dokazana mutacija EGFR-a (Tablica 18).

Tablica 18. Usporedba dobi, spola i pusackog statusa s prisutnoscu virusa EBV u tumorskim
stanicama kod ispitanika kod kojih nije dokazana mutacija EGFR-a.

EB
Karakteristike . v . p - vrijednost
pozitivho negativho
Dob
o) 0,
<69 4(26,7 %) 11 (73,3 %) 0,249
269 2 (11,1 %) 16 (88,9 %)
Spol
Muski 4 (30,8 %) 9 (69,2 %) 0131
Zenski 2 (10,0 %) 18 (90,0 %) '
Pusenje
Da 0, 0,
5(21,7 %) 18 (78,3 %) 0,422
Ne 1 (10,0 %) 9 (90,0 %)
Ukupno 6 (18,2 %) 27 (81,8 %)

U skupini ispitanika s mutacijom EGFR-a virus EBV je detektiran kod 26 ispitanika, dok je u
skupini kod koje nije dokazana mutacija EGFR-a kod 6 ispitanika detektiran EBV. Statisticki je
utvrdena cesca infekcija virusom EBV stanica koje imaju mutaciju EGFR-a (p<0.001) (Tablica
19).

Tablica 19. Usporedba prisutnosti virusa EBV u tumorskim stanicama izmedu skupine kod
koje postoji mutacija EGFR-a i skupine kod koje nije dokazana mutacija EGFR-a.

Karakteristike EBV ..
. . p - vrijednost
pozitivho negativno
EGFR status
H 0, 0,
pozitivan 26 (76,5 %) 8 (23,5 %) <0,001
negativan 6 (18,2 %) 27 (81,8 %)
Ukupno 32 (47,8 %) 35(52,2 %)
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4.5. UcCestalost infekcije virusima kod skupine adenokarcinoma s mutacijom EGFR-a i
kod skupine kod koje nije dokazana mutacija EGFR-a

Razlike u ucestalosti razli¢itih infekcija izmedu adenokarcinoma plué¢a koje imaju mutaciju
EGFR-a i onih koje nemaju tu mutaciju prikazana je na slici 9. Statisticki je utvrdena cesca
infekcija virusima u stanicama koje imaju mutaciju EGFR-a nego u stanicama kojima nije

dokazana mutacija EGFR-a.

100% ; | P=0035 | | p<0001 | | p<O001 | | p<0001 | | p=0174 |
| . [ e . |
EE I—
20% - 76,5 %
67,6 %
60% J e ok
38,2 %
40% - ’ .
29,4 %
20% 1 . 11,8 %
9,1% ,
3,0% 0.0% .3,0%
4B yD & NN el
v ' & o N\
W W Gﬁik ab

M EGFR+ M EGFR-

Slika 9. Detekcija virusa u skupini s mutacijom EGFR-a i skupini kod koje nije dokazana
mutacija EGFR-a.
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5. Rasprava

Rezultati ovog istraZzivanja pokazali su prisutnost virusa HPV-a kod 43 % ispitanika s
karcinomom pluca. Od toga je tip visokog rizika HPV 16 utvrden kod 13, a HPV18 kod 24
ispitanika, dok su oba tipa virusa bila prisutna kod 8 ispitanika. Rezultati se razlikuju od
dosadasnjih istrazivanja kod europskih populacija gdje su razliciti tipovi virusa HPV-a uoceni u
prosjeku u 16 % slucajeva, ali su u skladu s istrazivanjima koja obuhvacaju Kinu i ostatak Azije
gdje ti postoci iznose u prosjeku 37 %. U istrazivanjima kod ameri¢ke populacije postotak je
12,5 % a za Australiju iznosi 18,5 % (Syrjanen 2012). U nedavnoj grckoj studiji samo je kod 3 %
ispitanika pronaden HPV (Argyiri i sur. 2017), a u indijskoj studiji kod 6.8% ispitanika (Gupta i
sur. 2016). U ovom istrazZivanju je statisticki utvrdena ¢esca infekcija virusom HPV-a u skupini
ispitanika s mutacijom EGFR-a nego u skupini bez mutacije (p=0,035 za HPV16 i p<0,001 za
HPV18, sto je u skladu s dosadasnjim istrazivanjima (Li i sur. 2015). Razlog ¢escoj infekciji u
skupini s mutacijom EGFR-a bi mogao biti zbog virusnog proteina E6, za kojeg je pokazano da
uzvodno regulira inhibitor apoptoze u signalnom putu EGFR/PI3K/AKT te je moguce da taj
signalni put ima sredisnju ulogu u tumorigenezi karcinoma s mutacijom EGFR-a i infekcijom
HPV-om (Nakamura i Saji 2014). U dosadasnjim istrazivanjima HPV je potvrden u etiologiji
karcinoma vrata maternice i odredenom tipu orofaringealnog karcinoma, ali dosad ta
povezanost s karcinomom pluéa nije u potpunosti utvrdena, uglavhom zbog velike
heterogenosti medu studijama, geografskim razlikama te razli¢itim metodama detekcije
virusne DNA (Argyriisur. 2017; Guptaisur. 2016). U ovom istraZzivanju kao metoda detekcije
koriSten je PCR i kao potvrda detekcije virusa HPV 16 i HPV 18 se uzimala prisutnost vrpce DNA
odgovarajuce veli¢ine nakon elektroforeze na gelu. Za usporedbu su osim standardnog
markera veli¢ina koristene i pozitivne kontrole. Kod vedine rezultata koji su smatrani
pozitivnima pojavljivale su se i vrpce drugih veli¢ina, $to bi moglo ukazivati na prisutnost
oneciséenja u uzorcima ili mozda na nespecifiéno vezanje pocetnica, Sto bi moglo objasniti
dosta vedéi postotak prisutnosti HPV-a nego Sto je to odekivano. Medutim, takve vrpce
neodgovarajuéih veli¢ina na gelu su se pojavljivale samo kod sluéajeva koji su imali detektiranu
mutaciju gena za EGFR i kod detekcije virusa HPV 16 i HPV 18. Dodatnih vrpci DNA nije bilo
kod slucajeva koji su smatrani negativnima tj. onih kod kojih nije dokazana mutacija gena za

EGFR, iako su svi uzorci radeni u istim uvjetima. Dodatno, pozitivhe kontrole su uvijek imale
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prisutnost samo jedne vrpce ocekivane veli¢ine, dok su negativne kontrole bile konzistentno
negativne. Kako bi se prisutnost virusa utvrdila sa sigurno$éu potrebno je daljnje istrazivanje s

Isti nalazi zapaZeni su i kod detekcije prisutnosti ostalih istraZivanih virusa.

Kod 47,8 % ispitanika u ovoj studiji utvrdena je prisutnost EBV-a. To nije u skladu s
dosadasnjim istrazivanjima kod europskih populacija gdje se virus u stanicama karcinoma
pluéa javlja u postotku od 0 do 2,1 %, ali je u skladu s istrazivanjima na azijskim populacijama
gdje je ucestalost veca i iznosiizmedu 30 i 50 % (Gupta i sur. 2016). U nedavnom istrazivanju
detekcije virusa EBV-a u koncentratu kondeziranog izdaha pacijenata s karcinomom pluca
utvrdena je prisutnost EBV-a u oko 30 % slucajeva, ali i u oko 20 % slucajeva iz kontrolne
skupine (Carpagnano i sur. 2016). U istraZzivanjima prisutnosti virusa kod drugih tipova
karcinoma poput NPC-a i LELC-a utvrdena je prisutnost EBV-a u ve¢im postocima (Xie i sur.
2018). U ovom istraZivanju je statisticki utvrdena ceséa infekcija virusom EBV-a u skupini
ispitanika s mutacijom EGFR-a u odnosu na skupinu ispitanika s adenokarcinomom bez te
mutacije (p<0,001). U dosadasnjoj literaturi nema podataka o karcinomu plué¢a s mutacijom
EGFR-aiinfekcije EBV-om osim kod ve¢ spomenutog karcinoma pluca tipa LELC, gdje je uoceno
upravo suprotno, da infekcija EBV-om obi¢no nije povezana s mutacijama EGFR-a (Xie i sur.
2018). Visoka razina detekcije virusne DNA u ovom istraZivanju mogla bi se objasniti
¢injenicom da je infekcija EBV-om dosta Cesta i rasprostranjena, te kod 90 % populacije
zaostaje latentna infekcija s malim brojem kopija virusa tijekom cijelog Zivota. Medutim
latentna infekcija s malim brojem kopija virusa se najceS¢e zadrZzava u memorijskim B-
limfocitima i u dosadasnjim istraZivanjima kod zdravih seropozitivnih pojedinaca nije
detektiran EBV, ili je detektiran u manjem postotku, dok se u uzorcima izoliranima iz
Burkittovog limfoma ili Hodgkinovog limfoma uodila infekcija EBV-om u velikom postotku
(Carpagananoisur. 2016; Hassan i sur. 2006). Za potvrdu ovih rezultata s jo$ ve¢om sigurnoscu
trebalo bi provesti i sekvenciranje DNA, ali i neke druge molekularne metode, npr. detekciju
aktivnih transkripata miRNA kodiranih EBV-om (EBERs) $to je jedna od standardnih metoda za
detekciju aktivnosti EBV-a (Xie i sur. 2018). U dosadasnjim istrazivanjima prisutnosti EBV-a kod
karcinoma pluca rezultati su nekonzistentni i uloga EBV-a u tumorigenezi ostaje nepotvrdena.
S obzirom na rezultate ovog rada i manjak dosadasnjih istraZivanja bilo bi dobro naknadno

obraditi veéi uzorak populacije s fokusom na karcinome pluéa Cije stanice imaju mutacije
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EGFR-a, te takoder ukljuciti i kontrolne uzorke zdravih pojedinaca kako bi se utvrdilo je
odgovara li ovako veliki postotak detekcije EBV-a ucestalosti infekcije u generalnoj populaciji
ili samo kod karcinoma s mutacijom EGFR-a, $to bi moglo potvrditi etioloSku ulogu ovog virusa
kod tog tipa karcinoma pluéa, te prebaciti fokus na ranu detekciju i ciljanu terapiju ili cjepiva
za ovaj virus kao Sto je to slucaj s cjepivima za HPV. Takoder, nisu u potpunosti razjaSnjeni
mehanizmi preko kojih bi EBV djelovao preko EGFR-a, ali moguce je da poput HPV-a ili CMV-a
mijenja regulaciju jednog od signalnih putova koji djeluju preko EGFR-a i koji su znacajni za
Zivotni ciklus i preZivljenje stanice, a zasad je kao kandidat predlozen protein LMP2A u virusu
EBV-a koji ubrzanim cijepanjem integrina poveéava metastatski potencijal stanica karcinoma

(Liang i sur. 2017).

Virus CMV kod nasih je ispitanika detektiran u 27 % slucajeva. Od toga je CMV (MIE)
detektiran kod 38 %, a CMV (gB) je detektiran kod 13 % ispitanika. | ovdje je uocena statisticki
znacajna razlika u prisutnosti CMV (MIE) kod skupine s mutacijom EGFR-a (p<0,001), dok kod
prisutnosti CMV (gB) nije uoCena statisticki znacajna razlika medu skupinama. U dosadasnje
dvije studije, za francusku i indijsku populaciju, koje su detektirale CMV u karcinomu pluca nije
detektiran ni jedan pozitivni slucaj (Gupta i sur. 2016), dok je nedavna studija na talijanskoj
populaciji utvrdila 10 % pozitivnih sluc¢ajeva kod karcinoma pluca, ali nije utvrdena statisticki
znacajna razlika izmedu skupine ispitanika s karcinomom i zdravih pojedinaca (Carpagnano i
sur. 2016). Rezultati dobiveni u ovom istraZivanju za prisutnost CMV (MIE) se slazu s
rezultatima istrazivanja kod kojeg je koristen isti set pocetnica za detekciju gena MIE i gdje je
on detektiran u 23 % ispitanika, a kod kontrolne skupini nije bilo detekcije CMV (MIE). U tom
istrazivanju cilj nije bio istraZiti karcinome s mutacijom EGFR-a, pa nije poznato koliko od
ispitanika s karcinomom pluca kod kojih je utvrdena prisutnost CMV-a ima i mutaciju EGFR-a
(Giuliani i sur. 2007). Rezultati statisticki utvrdene cesce infekcije virusom CMV-a (MIE) u
skupini ispitanika s mutacijom EGFR-a mogli bi ié¢i u prilog teoriji da CMV za svoj ulazak u
stanicu kao koreceptor koristi signalni put povezan s EGFR-om, te preko gena MIE inhibira
protein p53, Sto je pokazano in vitro, te na taj nacin djeluje kao onkogen (Falcdo i sur. 2017;

Mui i sur. 2017).

Kod detekcije CMV-a ocekuje se da ¢e kod svih ispitanika kod kojih je detektiran CMV (MIE)
biti detektiran i CMV (gB) ako postoji infekcija CMV-om, medutim to nije bio slucaj na

istrazivanim uzorcima. | kod detekcije CMV-a u stanicama karcinoma pluca bilo bi potrebno
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prosiriti istrazivanje na druge molekularne metode te ukljuciti kontrolnu skupinu iz generalne
populacije kako bi se utvrdilo jesu li pozitivni rezultati samo odraz stope infekcije virusom u

generalnoj populaciji ili postoji etioloska poveznica s nastankom karcinoma.

S obzirom na utvrdene znacajne razlike u ucestalosti infekcije jednim od virusa kod skupine s
mutacijom EGFR-a naspram skupine kod koje nije dokazana mutacija EGFR-a, postoji
mogucnost da ove dvije skupine karcinoma imaju razli¢itu virusnu etiologiju i da virusi djeluju

kao onkogeni te sudjeluju u razvitku karcinoma pluéa koji ima mutaciju EGFR-a.

6. Zakljucci

e Statisticki je utvrdena cesca infekcija virusima HPV, EBV i CMV kod ispitanika s
karcinomom pluéa koji kao dio tumorigeneze imaju mutaciju EGFR-a.
e Nije utvrdena statisticki znacajna povezanost izmedu infekcije virusima HPV, EBV i

CMV i dobi, spola i pusackog statusa ispitanika.
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