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Uvod

1. UvOoD

Karcinom plué¢a najée$ca je i najpogubnija maligna bolest u svijetu.* Smrtnost od ove
bolesti priblizno odgovara ukupnoj smrtnosti od cetiriju drugih vrsta karcinoma zajedno:
karcinoma prostate, dojke, debelog crijeva i gusterate.” Prema podatcima Svjetske
zdravstvene organizacije (SZO) iz 2018. godine, karcinom pluca jedina je maligna bolest koja
se nalazi medu deset vodecih uzroka smrtnosti u svijetu (Slika 1), a to se nije promijenilo do
danas.®> Unato¢ mnogim klini¢kim i bazi¢nim istraZivanjima kao i novootkrivenim ciljanim
lijekovima, petogodisnje prezivljenje oboljelih od karcinoma pluc¢a i dalje je vrlo loe.!
Posljedica je to jo$ uvijek nedovoljno razjasnjenih etioloskih i patogenetskih mehanizama koji

sudjeluju u nastanku ove kompleksne bolesti.

Smrtni sluéajevi (u milijunima)
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Sréane bolesti

MoZdani udar

Kroniéna opstruktivna pluéna bolest
Infekcije donjih disnih puteva
Alzheimer-ova bolesti druge demencije
Karcinomi dusnika, dusnica i pluéa
Seéerna bolest

Prometne ozljede

Bolesti pra¢ene proljevom

Tuberkuloza

Slika 1. Deset vodec¢ih uzroka smrtnosti u svijetu, prema podatcima SZO-a iz 2018. godine
Preuzeto i prilagodeno sa stranice: World Health Organization (WHO). The top 10 causes of death
[Internet]. Geneva (Switzerland): World Health Organization; c2018 [pristupljeno 8. 11. 2020.].

Dostupno na: http://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/the-top-10-causes-of-death®

Vise od 80% karcinoma pluc¢a dogada se kod pusaca. Uzro¢na povezanost raka pluca i
pusenja cigareta nepobitno je dokazana brojnim epidemioloskim istrazivanjima. No samo
manji broj pusaca razvija bolest, uz primjetan trend porasta broja oboljelih nepusaca.” Sve je
ovo dovelo do spoznaje da je karcinom pluca bolest kod koje, pored pusenja, vaznu ulogu

igraju i drugi, kako okolisni, tako i genetski &Gimbenici.*



Uvod

Zahvaljujucéi prije svega tehnoloSkom napretku, krajem dvadesetog stolje¢a znacajno
se povecao broj istrazivanja razlic¢itih molekularnih mehanizama povezanih s nastankom raka
plu¢a. Na moguc¢u genetsku podlogu bolesti, pored do sada navedenih ¢injenica, upucivalo je
jos nekoliko klinickih i epidemioloskih Opazanja. Jedno od vaznijih bilo je da se bolest u
nekim obiteljima javlja ucestalije i u mladoj dobi, neovisno o izloZenosti duhanskom
dimu.>®’ Nadalje, uogena je veéa pojavnost bolesti kod osoba koje su preboljele neku pluénu
infekciju ili boluju od pridruzenih pluénih bolesti.>® U konacnici, utvrdeno je znacajno
povecanje broja oboljelih nepusaca u nekim dijelovima svijeta.>**

U molekularnim istrazivanjima vezanima za nastanak raka pluc¢a proucavani su brojni
geni ukljuéeni u mnostvo signalnih puteva. lako je za dobar dio njih utvrdeno da imaju ulogu
u karcinogenezi, specificni geni koji bi bili odgovorni za poveéanu osjetljivost na
karcinogene, a time i povecani rizik za nastanak karcinoma, nisu nadeni.?*

Posljednjih dvadeset godina intenzivno se istrazuje utjecaj ekspresije Tollu sli¢nih
receptora (engl. Toll-like receptor, TLR) na razvoj razliitih patoloSkih stanja. Njihovo
otkrice predstavlja znaCajnu prekretnicu u razumijevanju imunosnih procesa u sisavaca.
Naime, do pocéetka ovoga stoljeca smatralo se da je prirodena imunost nespecifi¢na. Medutim,
otkricem humanog homologa Toll receptora, ranije nadenog kod Drosophile, zapocinje era
boljeg razumijevanja mehanizama prirodene imunosti.?*3

Danas se zna da su TLR-i transmembranski proteini koji prepoznaju osnovne
gradevne jedinice mikroorganizama, tzv. PAMPs (engl. pathogen-associated molecular
patterns), ali i dijelove oStecenih vlastitih stanica, odnosno DAMPs (engl. damage-assiciated
molecular patterns). Navedene strukture predstavljaju ligande pojedinih receptora.>**

Vezanje specifiénog liganda za TLR pokreée vezanje adaptacijske molekule na
unutarstani¢nu podjedinicu receptora. Time zapocinje aktivacija signalnog puta koja dovodi
do stvaranja upalnih citokina i tako pomaze u borbi protiv infekcije. Kod ¢ovjeka je otkriveno
deset Tollu sli¢nih receptora, nakon &ega su za vecinu otkriveni i specifiéni ligandi.'**

Dosadas$nja su istrazivanja uloge TLR-a u nastanku i razvoju razli¢itih karcinoma
oprec¢na. Dok neka upucuju na povecanu ekspresiju pojedinih TLR-a u tumorskom tkivu, u
drugima to nije potvrdeno. Unato¢ tomu, brojni dokazi ukazuju na vaznu ulogu ovih molekula

u biologiji tumora.***"®



Uvod

Receptor TLRS5 ¢lan je TLR obitelji kodiran genom TLR5. Specifi¢ni ligand za TLR5
jest flagelin, protein koji je osnovna gradevna tvar bakterijskog filamenta. Nakon vezanja
flagelina na vanjsku podjedinicu TLR5 dolazi do dimerizacije receptora. Time se pokrece
unutarstani¢ni signalni put, ¢iji je rezultat aktivacija NF-xB-a (engl. nuclear factor-kappa B),
proteinskog kompleska koji kontrolira transkripciju deoksiribonukleinske kiseline (engl.
deoxyribonucleic acid, DNA), produkciju citokina i prezivljavanje stanice u uvjetima
19,20

infekcije. Na osnovu dosadasnjih istrazivanja opisana je moguc¢a uloga TLRS u nastanku

upalnih bolesti crijeva i nekoliko vrsta raka, a svake se godine objavljuju novi radovi koji
ukazuju na potencijalnu povezanost ovog receptora i s drugim bolestima.?%#2%24

Nakon otkrica TLR-a porastao je interes za istrazivanje polimorfizama gena TLR i
njihova utjecaja na nastanak upalnih, imunosnih i malignih bolesti. Prva poveznica
polimorfizma gena TLR i neke bolesti otkrivena je 2003. godine.”® Tada je dokazana
povecana sklonost legionarskoj bolesti kod nositelja polimorfizma stop kodona gena TLR5
(A392T). Pretpostavljeno je da se slicna poveznica s bolestima moze naéi i za druge
polimorfizme, $to je potaknulo daljnja istrazivanja. Upravo zahvaljujuc¢i njima dokazana je
povezanost genetskih promjena, kroni¢ne upale 1 nastanka karcinoma.?

Polimorfizmi gena danas se smatraju odgovornima za nastanak mnogih bolesti. Oni
mogu dovesti do promjene funkcije gena i poremecaja prijenosa signala, a dugoro¢no i do
maligne promjene. Za razliku od mutacija njihova ucestalost u populaciji veca je od 1% i
odgovorni su za razlike u nasoj osjetljivosti na bolesti. Najvise istrazivani polimorfizmi oni su
s varijacijom u samo jednom nukleotidu, poznati pod engleskom kraticom SNP (engl. single-
nucleotide polymorphism).?

Genskim mapiranjem u genu TLR5 naden je velik broj polimorfnih varijanti, a
neprekidno se otkrivaju nove. Prema trenutno dostupnim podatcima u ovom je genu poznato
36 besmislenih varijanti i vise od 500 varijanti krivog smisla. Vecina ovih polimorfizama nije
jo§ istraZena i ne zna se imaju li klinicki znacaj.?’

I prije zapocinjanja naseg istrazivanja dokazana je povezanost polimorfizama gena
TLR s raznim upalnim i autoimunim bolestima te karcinomima.?®?° No osim rada u kojemu su
ispitivana dva polimorfizma gena TLR4, gotovo da nije bilo radova koji bi se odnosili na
karcinom pluc¢a. U navedenom istrazivanju naden je povecani rizik za razvoj karcinoma pluca

kod nositelja rs4986791 varijante gena TLR4.*°



Uvod

Jos uvijek, zakljuéno s pocetkom 2021. godine, nema literaturnih podataka o
istrazivanjima polimorfizama gena TLR5 kod karcinoma plu¢a. Asocijacijsko istrazivanje na
kojemu se temelji ova doktorska disertacija pokazalo je, medutim, da postoji statisti¢ki
znacajna povezanost polimorfne promjene rs2072493/N592S sa sklonos¢u razvoju karcinoma

pluca i kroni¢ne opstruktivne pluéne bolesti.
1.1. TEMA DOKTORSKOG RADA

Tema ovog doktorskog rada procjena je povezanosti polimorfizma rs2072493/N592S
gena TLR5 i neimunosnih procesa koji dovode do nastanka karcinoma pluca. Radi se o
nasljednoj mutaciji u kodirajucoj regiji gena TLR5 kod koje dolazi do izmjene dusi¢ne baze
adenina u gvanin na nukleotidu 1775.% Otkrivena je 2003. godine i jedna je od Gesée
istrazivanih mutacija.”® To je varijanta koja odgovara na aktivaciju flagelinom kao i divlji
tip, no za razliku od divljeg tipa dovodi do smanjenog provodenja signala.®*

Varijanta je do sada istrazivana u svega nekoliko upalnih bolesti i karcinoma, a
moguéi klinicki znacaj naden je za legionarsku bolest i kolorektalni karcinom. Kod
kolorektalnog karcinoma dokazana je povezanost s ukupnim i specifi¢nim prezivljenjem.
Naime, nosioci varijante imali su statisticki znacajno manje prezivljenje od oboljelih s

divljim tipom gena.?*

1.2. SVRHA, CILJ | OPSEG RADA

Svrha rada bila je istraziti povezanost polimorfizma rs2072493/N592S gena TLR5 s
nastankom 1 razvojem karcinoma plu¢a. Kako je dosadasnjim istraZivanjima nadena
poveznica izmedu polimorfizama gena TLR 1 razli¢itih malignih bolesti, zanimalo nas je

hoc¢emo li to potvrditi 1 za ispitivanu varijantu kod karcinoma pluca.
Specifi¢ni ciljevi rada:

1. Funkcionalna procjena polimorfizma rs2072493/N592S gena TLR5 mjerenjem
sposobnosti prijenosa signala u zdravim i tumorskim epitelnim stanicama pluca

2. Identifikacija proliferacijskog kapaciteta zdravih i tumorskih stanica plu¢a koje nose
polimorfizam rs2072493/N592S gena TLR5



Uvod

Provedeno je usporedno ispitivanje na stani¢nim linijama karcinoma plu¢a A549 i
H1299 i stani¢noj liniji fibroblasta plu¢a WI-38 koja je sluzila kao kontrola. U ispitivanim
staniénima linijama procijenjena je sposobnost prijenosa signala za divlji tip i za ispitivani
polimorfizam. Nadalje, istrazena je vijabilnost i sposobnost proliferacije stanica koje nose
divlji tip, odnosno ispitivani polimorfizam. Dobiveni rezultati statisti¢ki Su obradeni da bi

se utvrdilo postoji li statisticki znacajna razlika izmedu ispitivanih varijabli.

1.3. KORISTENE METODE

U izradi ovog rada upotrijebljene su sljedece metode:

1. Uzgoj staniénih linija WI-38, A549 i H1299

2. Uzgoj i transformacija bakterija i izolacija plazmidne DNA

3. Transfekcija stanica i mjerenje signalnog potencijala, odnosno djelovanja ispitivane
varijante na aktivaciju transkripcijskog faktora NF-xB

4. lzolacija proteina iz ispitivanih stani¢nih linija i analiza proteinske ekspresije
metodom western blot

5. Test ELISA za provjeru endogene aktivnosti TLR5 prije i nakon infekcije
adenovirusnim konstruktom

6. Test vijabilnosti stanica WI-38 i A549 stimuliranih flagelinom te stanica H1299
stimuliranih flagelinom i citostaticima

7. Migracijski test za usporedbu pokretljivosti stanica ovisno o stimulaciji flagelinom

Dobiveni podatci statisticki su obradeni. Varijable su izrazene kao aritmeticka
sredina +/- standardna devijacija. Za odredivanje statisticke znacajnosti razlika izmedu
dobivenih rezultata koristen je t-test. Razina znacajnosti iskazana je kao p vrijednost, a p

vrijednost < 0,05 smatrana je zna¢ajnom.

1.4. POLAZNA HIPOTEZA

Rad je zasnovan na polaznoj hipotezi prema kojoj je funkcionalna varijanta
rs2072493/N592S gena TLR5 povezana s neimunosnim procesima koji sudjeluju u

nastanku karcinoma pluca.
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2. LITERATURNI PREGLED
2.1. KARCINOM PLUCA

U manje od sto godina karcinom pluc¢a od rijetke je bolesti postao vodeci uzrok
smrtnosti od malignih oboljenja i veliki javnozdravstveni problem u &tavom svijetu.>** Od
daleko je veéa od drugih Sestih malignih bolesti (Slika 2).? Unato& brojnim znanstvenim
istrazivanjima usmjerenima otkrivanju uzroka ove bolesti, kao i ispitivanju razli¢itih
mogucnosti lijeGenja, pomaci u prezivljenju bolesnika jo§ uvijek su nedostatni. Dok
svjedo¢imo vrlo brzom tehnoloskom napretku, koji je izmedu ostaloga doveo do razvoja
brojnih novih dijagnosti¢kih metoda, bolest se ¢ak i u najrazvijenijim zemljama u vecine
bolesnika otkriva kasno.®* Istovremeno, nove terapije koje su se pocele koristiti zadnjih

desetak godina dovele su do boljeg ishoda lijeGenja samo u manjoj skupini oboljelih.**

1,34

Stoga je sveukupna smrtnost od raka pluéa jos uvijek vrlo visoka.
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Slika 2. Smrtnost od karcinoma plu¢a u usporedbi s drugim karcinomima
Preuzeto i prilagodeno prema: Dela Cruz CS, Tanoue LT, Matthay RA. Lung Cancer:
Epidemiology, etiology, and prevention. Clin Chest Med. 2011;32(4):605-44. doi:
10.1016/j.ccm.2011.09.0017
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2.1.1. Etiologija i patofiziologija karcinoma pluca

Uzroci karcinoma pluéa i patofizioloski mehanizmi ukljuceni u njegov razvoj, kao i
kod drugih malignih bolesti, brojni su i medusobno isprepleteni (Slika 3). Nakon desetljeca
klinickih 1 molekularnih istrazivanja jasno je da se radi o vrlo kompleksnoj bolesti u ¢ijem

nastanku i razvoju sudjeluju brojni ¢imbenici, s jedne strane genetski, a s druge okolisni ili

epigenetski. Stoga je za razumijevanje etiologije i patofiziologije karcinoma pluc¢a potrebno
5

povezivanje razli¢itih uzro¢nih ¢imbenika u jedinstvenu c;j elinu.?
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Slika 3. ObiljeZja tumorskog rasta i signalni putevi uklju¢eni u razvoj karcinoma
Preuzeto i prilagodeno prema: Wu KL, Tsai YM, Lien CT, Kuo PL, Hung JY. The roles of
microRNA in lung cancer. Int J Mol Sci. 2019;20(7):1611. doi: 10.3390/ijm52007161135
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Pocetkom dvadesetog stoljeca karcinom pluéa bio je rijetka bolest. No kako se
povecavao broj oboljelih, pojavljivalo se sve viSe klinickih radova koji su usmjeravali
daljnja znanstvena razmisljanja i istrazivanja. Jedno od vaznih klini¢kih zapazanja bila je
znacajno veca pojavnost ove bolesti u pusaca. U svrhu dokazivanja ili opovrgavanja teze da
pusenje uzrokuje rak pluca uéinjena su brojna epidemioloska istrazivanja, ¢ime je uzro¢na
povezanost raka pluéa i izlozenosti duhanskom dimu nepobitno potvrdena. Naime,
dokazano je da se vise od 80% karcinoma pluc¢a dogada u pusaca, a nadena je i povezanost
broja popusenih cigareta i duljine pusackog staza s nastankom ove vrste raka. Utvrdeno je
da osim pusenja kao pluéni karcinogeni djeluju i zagadenje zraka, izloZzenost radioaktivnom
zracenju i razlicitim toksi¢nim tvarima kao S$to su azbest, radon, krom i nikal.?

IzloZenost ¢imbenicima rizika ipak nije mogla u potpunosti objasniti nastanak
bolesti. Naime, utvrdeno je da od karcinoma pluc¢a obolijeva manje od 20% pusSacke
populacije.2'4 Zamijecena je i povecana ucestalost karcinoma plu¢a u nekim obiteljima i
nekim dijelovima svijeta, Sto se takoder nije moglo povezati iskljucivo s izloZenosti
duhanskom dimu ili drugim pluénim karcinogenima. Nadalje, karcinom pluca cesée je
dijagnosticiran kod ljudi koji su ve¢ imali neku pluénu bolest, bilo preboljelu infekciju kao
Sto su pneumonija i tuberkuloza pluca, bilo neku kroni¢nu pluénu bolest kao sto su KOPB
(kroni¢na opstruktivna bolest pluca) i IPF (intersticijska pluéna fibroza). Na kraju,
zamijecena je sve veca ucestalost karcinoma pluca u nepuéeléa.2’36

Meta analizom, u koju je ukljucen veliki broj relevantnih istrazivanja koja su
proucavala utjecaj pridruzenih pluénih bolesti na nastanak karcinoma pluca, utvrdeno je da
je relativni rizik za nastanak karcinoma pluca veéi kod osoba koje su preboljele KOPB,
pneumoniju ili tuberkulozu. Kada su nepusaci analizirani odvojeno od puSaca, nadena je
direktna veza ranije preboljele tuberkuloze odnosno pneumonije s nastankom karcinoma.’

Sve su ove spoznaje ukazivale na razlike u osjetljivosti pojedinaca na plucne
karcinogene. Drugim rijeCima, uocena je vazna uloga molekularnih mehanizama u
nastanku bolesti. Bazi¢na istrazivanja iSla su u raznim smjerovima u skladu s istovremenim
otkri¢em brojnih gena. Proucavani su geni ukljuceni u regulaciju upalnog odgovora, geni
stanicnog ciklusa, geni zaduzeni za diferencijaciju stanice, proliferaciju, apoptozu, geni
odgovorni za popravak osteCene DNA, kao i brojni drugi. Za mnoge od njih utvrdena je
vazna uloga u karcinogenezi. Medutim, jo$ uvijek je najveéi izazov pronaéi gene koji Su

kljuéni u nastanku bolesti.*
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2.1.2. Podjela karcinoma pluca

Prva podjela karcinoma pluc¢a pojavila se jo§ dvadesetih godina proslog stoljeca.
Temeljem morfoloSkog nalaza patohistoloskih preparata karcinom plu¢a podijeljen je na
Cetiri tipa: karcinom malih stanica, karcinom velikih stanica, karcinom plocastih stanica 1
karcinom Zljezdanih stanica.®’ Ta je podjela postala osnova svih kasnijih histologkih
podjela karcinoma plu¢a. Budu¢i da se u klinickom radu nije pokazala korisnom,
vremenom se pocela koristiti podjela na karcinom malih i nemalih stanica. Iako je i ova
podjela pomalo zastarjela, jo$ uvijek se upotrebljava jer je jednostavna i ukazuje na dvije
podvrste karcinoma koje se znacajno razlikuju po klinickom tijeku, nacinu lijecenja i
prognozi.®®

Kako su pojedini karcinomi nemalih stanica pokazivali znafajna odstupanja u
ponaSanju u odnosu na druge karcinome iz iste skupine i po nekim su osobinama vise sli¢ili
karcinomu malih stanica vremenom se, pored podjele na karcinom malih i nemalih stanica,
pojavila i skupina takozvanih neuroendokrinih karcinoma. To je skupina karcinoma koja
ima neke zajednicke karakteristike. U njoj se nalaze i karcinomi malih stanica 1 neki
karcinomi velikih stanica, tako da izmedu ove dvije podjele postoje odredena preklapanja.®

Danas se dosta zna i 0 genetskoj prirodi bolesti, pa su u novijim podjelama svoje
mjesto nasle 1 mutacije pojedinih gena za koje se zna da dovode do nastanka nekih oblika
bolesti. Kako postoji sve viSe ciljanih lijekova kojima se moze uspjesno lijeciti karcinome
koji izraZzavaju neku mutaciju, to je izdvajanje ovih podtipova od osobite vaznosti pri

odabiru strategije 1ij e(:enja.?’8
2.1.2.1. Histoloska podjela karcinoma pluca

Histoloska klasifikacija tumora plu¢a iznimno je kompleksna, a uvodenjem novih
metoda u patohistoloSku dijagnostiku sa svakom novom revizijom postaje jos
kompleksnija. Od 1967. godine objavljuje je skup strucnjaka okupljenih pod
pokroviteljstvom SZO-a. Zadnja revizija objavljena je 2015. godine. lako postoji veliki broj
razli¢itih vrsta tumora pluca, najucestaliji je karcinom koji se dalje dijeli na brojne tipove,

od kojih su najvaznija Cetiri osnovna tipa kao 1 prije sto godina.39
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Mikrocelularni ili karcinom malih stanica (engl. small cell lung cancer, SCLC)
uglavnom se dijagnosticira u pusa¢a. Cini oko 15% svih karcinoma pluéa, a u zemljama u
kojima su na shazi stroge mjere protiv pusenja njegov je udio i manji.*>** Nemikrocelularni
ili karcinom nemalih stanica (engl. non-small cell lung cancer, NSCLC) dijeli se na
adenokarcinom ili karcinom zljezdanih stanica, planocelularni ili karcinom plocastih
stanica 1 makrocelularni ili karcinom velikih stanica te neke rijetke tipove karcinoma.
Karcinom velikih i karcinom malih stanica podvrste su neuroendokrinih karcinoma. Svaka
od ovih skupina ima brojne podskupine.®® Adenokarcinom je najuéestaliji tip karcinoma

pluca, osobito u zZena nepuéatéa.10
2.1.2.2. Klini¢ka podjela karcinoma pluca

Osim prema patohistoloskom nalazu karcinomi se pluc¢a kao i druge maligne bolesti
sistematiziraju i prema prosirenosti. Najpoznatija podjela karcinoma koja se temelji na
prosirenosti bolesti jest TNM Kklasifikacija (engl. tumor, nodes, metastases). Njome je
definirano koje su strukture zahvacene boles¢u i u kojoj mjeri. Karcinom se plu¢a prema
TNM Kklasifikaciji dijeli u Cetiri stadija, ovisno o tome je li bolest zahvatila samo pluca ili
limfne ¢vorove 1 udaljene strukture. Budu¢i da je ponekad nemoguce precizno definirati
stadij bolesti, a stadiji se dijelom preklapaju, klasifikacija je podlozna stalnim promjenama
i vremenom je postala vrlo kompleksna. Jedan od ¢imbenika koji utje¢e na razvrstavanje
jest prezivljenje. To znaci da se bolesnici koji pripadaju grani¢nim skupinama, a imaju
slicno ocekivano trajanje Zivota, u sljede¢oj reviziji mogu razvrstati u istu skupinu. Zadnja,

osma revizija TNM klasifikacije objavljena je u sije¢nju 2017. godine.***

2.1.3. Dijagnostika karcinoma pluca

Dijagnostika karcinoma plu¢a zapocinje prikupljanjem anamnestickih podataka 1
klinickim pregledom. Time se dobivaju osnovni podatci koji nas usmjeravaju k odabiru
odgovarajucih dijagnostickih alata. Dugi je niz godina prva dijagnosticka pretraga bila
klasi¢na rtg snimka, no danas je kod vecine pluénih bolesti, a osobito kod karcinoma pluca
i intersticijskih bolesti, zlatni standard kompjutorizirana tomografija (engl. computed
tomography, CT). To je metoda koja daje detaljan uvid u stanje plu¢nog parenhima, ali i
drugih intratorakalnih struktura.**

10
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Ovisno o klinickom nalazu i nalazu CT-a odabiru se dodatne dijagnosti¢ke pretrage
koje su najcesce invazivne. To mogu biti: bronhoskopija, citopunkcija ili biopsija dostupnih
tvorbi na periferiji ili u unutra$njim organima. Danas raspolazemo brojnim novim
radioloskim tehnikama kojima mozemo vrlo brzo otkriti asimptomatske tumore ili udaljene
presadnice. Takoder, velik je napredak postignut u razvoju bronhoskopskih pretraga, $to
omogucuje uzimanje sve kvalitetnijih uzoraka.**

Jedan od razloga loSeg ishoda karcinoma pluca njegovo je kasno otkrivanje, §to je u
suprotnosti sa sve sofisticiranijim dijagnostickim metodama. Dijelom je to zato $to se radi 0
pritajenoj bolesti koja se u vise od 50% slucajeva otkriva kada je ve¢ uznapredovala (Slika
4).2* Ne bi li se otkrila u ranijem stadiju, razvijena je metoda probira niskodoznim CT-om

od koje se o¢ekuje smanjenje pojavnosti uznapredovalog stadija karcinoma pluca.*
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Slika 4. Stadij karcinoma pluca kod postavljanja dijagnoze i petogodisnje prezivljenje
Preuzeto i prilagodeno sa stranice: National Cancer Institute. Cancer stat facts: lung and bronchus
cancer [Internet]. Bethesda, MD: National Institutes of Health, National Cancer Institute, c2021
[pristupljeno 19. 6. 2021.]. Dostupno na: https://seer.cancer.gov/statfacts/ntml/lungb.html*

2.1.3.1. Slikovna dijagnostika

Osim navedenih radioloskih metoda u dijagnistici karcinoma pluca koriste se i brojne
druge slikovne metode. To su razli¢ite vrste scintigrafskih snimanja, magnetna rezonancija,
a u novije vrijeme i pozitronska emisijska tomografija u kombinaciji s niskodoznim CT-om
ili PET-CT (engl. positron emission tomography). To je jedna od najsuvremenijih metoda
snimanja i ima vaznu ulogu, kako u ranom otkrivanju i procjeni prosirenosti bolesti, tako i
u pracenju bolesnika. Premda je njenim uvodenjem postignut znacajan napredak, kao i

svaka druga, i ova pretraga ima odredena ogranicenja.**

11
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2.1.3.2. Invazivna dijagnostika

Najvaznija invazivna metoda u dijagnostici karcinoma pluca jest bronhoskopija.
Njome se pregledava bronhalno stablo iznutra i uzimaju potrebni uzorci za daljnju analizu.
Bronhoskopski pregled vazan je, kako u procjeni prosirenosti bolesti, tako i u postavljanju
tocne citoloske/histoloske dijagnoze. U novije je vrijeme uz klasi¢ni bronhoskopski pregled
standard postao EBUS (engl. endobronchial ultrasound) ili pregled endobronhalnom
ultrazvu¢nom sondom, a sve vise se koriste brojne tehnike vodene bronhoskopije.47

Osim bronhoskopije u dijagnostici karcinoma pluca koriste se 1 druge invazivne
pretrage, od manje invazivnih kao $to su pleuralna punkcija i citoloska punkcija razlicitih
tvorbi, preko invazivnijih kao $to je transtorakalna biopsija, do kirurSkih kao §to su
videoasistirana medijastinoskopija odnosno torakoskopija i otvorena biopsija. Cilj je svih

ovih pretraga dobivanje kvalitetnog uzorka za daljnju citoloku ili patohistolosku analizu.**
2.1.3.3. Metode obrade uzoraka

Citoloska 1 patohistoloska dijagnostika karcinoma plu¢a podrazumijeva obradu
uzoraka dobivenih razliitim invazivnim dijagnosti¢kim postupcima. Od iznimne je
vaznosti jer tip tumora odreduje nacin lijeCenja i1 prognozu bolesnika. Pored morfoloSke
procjene svakog uzorka danas su u upotrebi i razli¢ite imunocitokemijske (IC) i
imunohistokemijske (IHC) metode bojenja kojima se moze to¢nije odrediti tip tumora kao i
ekspresija molekula od interesa. Za ova bojenja koriste se razli¢ita protutijela koja imaju
sposobnost specifiénog vezanja za epitope na stanicama ispitivanog uzorka.***°

Molekularna biologija u novije je vrijeme postala jedan od najvaznijih segmenata u
dijagnostici karcinoma plu¢a. Tomu je ponajprije doprinijela pojava ciljane terapije Cija
primjena zahtijeva preciznu dijagnosticku obradu. Naime, otkri¢em razli¢itth mutacija u
karcinomu plué¢a pojavila se potreba za dodatnim molekularnim testiranjima kojima se
definira tip mutacije. Molekularne metode koje se koriste u dijagnostici karcinoma pluca
jesu: PCR (engl. polymerase chain reaction), NGS (engl. next generation sequencing),
FISH (engl. fluorescence in situ hybridization), RT-PCR (engl. reverse transcription-PCR)

1 mnoge druge, a koja ¢e biti upotrijebljena ovisi o vrsti mutacije koja se zeli dokazati.*®*°
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2.1.4. Metode lijecenja karcinoma pluéa

LijeCenje karcinoma pluca izrazito je kompleksno. Prije odabira strategije lijecenja
potrebni su §to je moguce bolja procjena proSirenosti bolesti i uvid u stanje bolesnika. Ova
dva parametra uvelike odreduju plan 1 ciljeve lijeCenja. Pored toga vrlo je vazno imati §to
tocniju dijagnozu koja treba biti upotpunjena sa S$to viSe imunohistokemijskih i
molekularnih biljega. Za ograni¢enu bolest metoda izbora je operacija, dok se
uznapredovala bolest lijeci sustavnom terapijom, samom ili u kombinaciji sa zracenj em.™

Kirursko odstranjenje metoda je izbora u lije¢enju karcinoma prvog i drugog stadija.
Odabir operacijske metode ovisi o veli¢ini i smjestaju tumora, opéem stanju bolesnika te
pridruzenim bolestima, ako ih ima. To su ujedno ¢imbenici koji mogu kontraindicirati
kirurski zahvat. Zadnja dva do tri desetljeca sve viSe se rade videoasistirani zahvati zbog
brzeg postoperacijskog oporavka bolesnika.”*

Sustavna terapija primjenjuje se uglavnom u lijeCenju treCeg i Cetvrtog stadija
karcinoma pluca, a podrazumijeva kemoterapiju, imunoterapiju i ciljane lijekove. lako je
kemoterapija najstariji oblik sustavnog lijeCenja karcinoma, jo§ uvijek u njemu ima
znacajno mjesto. Kemoterapija djeluje toksi¢no na stanice koje se brzo dijele. To su
prvenstveno stanice karcinoma, ali 1 zdrave stanice kao §to su stanice sluznice probavnog
sustava 1 stanice koStane srzi. Zbog toga kemoterapija ima specificne nuspojave koje su
vezane upravo uz ove sustave. Kod ograni¢ene i lokalno uznapredovale bolesti
kemoterapija se primjenjuje u kombinaciji s kirurS§kim zahvatom ili zra¢enjem, dok se u
metastatskoj bolesti daje sama ili s imunoterapijom.®

Imunoterapija je novi oblik sustavnog lijecenja malignih tumora. Od razli¢itih vrsta
imunoterapije za sada su kod karcinoma pluca u klini¢koj primjeni samo inhibitori
kontrolnih tocaka. Oni ne djeluju izravno na tumor, veé¢ posredno putem citotoksi¢nih
limfocita T. Radi se o monoklonskim protutijelima koja sprecavaju inhibicijski uc¢inak
tumorskog mikrookolisa na aktivaciju limfocita T. Ovaj u¢inak posredovan je molekulama
CTLA-4 (engl. cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) i PD-1 (engl. programmed
cell death protein). Molekula CTLA-4 proteinski je receptor eksprimiran na povrSini
citotoksi¢nih limfocita, dok je PD-1 povrsinski receptor izrazen na aktiviranim limfocitima
T i drugim imunosnim stanicama. U normalnim okolnostima ovi receptori spreCavaju
prekomjernu aktivnost limfocita T i posljedi¢nu autoimunost, a visoko su izrazeni u

karcinomima.®*
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Iako su uz imunoterapiju jo§ uvijek vezane mnoge nepoznanice, nepobitna je
¢injenica da je ovaj oblik lijeCenja za odredeni broj bolesnika s karcinomom pluéa znacajno
poboljsao prezivljenje. Medutim, zbog uplitanja u imunosni sustav domacina, ova terapija
ima i brojne, prvenstveno imunosne nuspojave.>*

Ciljana terapija podrazumijeva lijekove Kkoji inhibiraju mutacije u tumorskim
stanicama. Ove mutacije najcesce nastaju u genima koji putem razlicitih signalnih molekula
sudjeluju u kontroli proliferacije stanica. Njihovom se inhibicijom stoga sprecava rast i
Sirenje tumora. Prva mutacija koja se pokazala klinic¢ki znac¢ajnom i koja je dovela do
promjene paradigme lijeCenja karcinoma pluca bila je mutacija gena EGFR (engl.
epidermal growth factor receptor). Ona dovodi do pretjerane aktivnosti transembranskog
proteina istog naziva i posljedi¢nog nekontroliranog rasta stanice.>

Osim ove mutacije, danas su mete ciljane terapije karcinoma pluca translokacije gena
ALK (engl. anaplastic lymphoma kinase) i ROS1 (engl. c-ros oncogene 1), a neprekidno se
otkrivaju nove, uglavnom rijetke genske promjene koje takoder postaju ciljne molekule
novih lijekova. Medu njima su mutacije gena HER2 (engl. human epidermal growth factor
receptor 2), BRAF (engl. B-raf proto-oncogene), NTRK (engl. neurotrophic receptor
tyrosine kinase), NRG1 (engl. neuregulin-1), MET (engl. MET proto-oncogene receptor
tyrosine kinase) i RET (engl. ret proto-oncogene).>*

Uvodenjem ciljanih lijekova prezivljenje se za skupinu bolesnika s pozitivnom
mutacijom visestruko produljuje, s ranijih Sest do osam mjeseci na dvije do tri, a ¢esto na
pet 1 viSe godina uz ocuvanu kvalitetu zivota. Nuspojave ovih lijekova posljedica su
njihove nespecifi¢nosti, odnosno Cinjenice da vecina djeluje i na divlji tip gena. Glavni je
problem s ciljanom terapijom, uz nuspojave, razvoj rezistencije, $to se pokusava prevladati
dizajniranjem novih lijekova koji izbjegavaju mehanizme rezistencije 1 djeluju specifi¢no
na mutirani gen.>*

Radioterapija ili terapija zraenjem najcesce se primjenjuje u kombinaciji s drugim
oblicima lijeCenja. Kombinira se s citostatskom terapijom kod lokalno uznapredovale
bolesti. Moze se, ali rjede, primijeniti nakon kirurSkog zahvata, a Cesto se koristi za
ublazavanje simptoma bolesti.”*

Karcinom pluca bolest je koja znatno remeti kvalitetu Zivota oboljele osobe. Stoga je
od pocetka bolesti vazno djelovati na ublazavanje simptoma. Taj dio lijeCenja naziva se

palijativnom skrbi.>
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2.2. IMUNOSNI SUSTAV

Imunosni sustav sastoji se od razli¢itih vrsta stanica i molekula ¢ija je zada¢a obrana
organizma od infekcije. Dva su osnovna mehanizma obrane, prirodeni i steCeni. Prirodeni
reagira brzo i uvijek na isti nacin, dok steCeni djeluje sporije ali ciljano, §to mu uz
sposobnost pam¢enja omoguc¢ava da prilikom ponovljenog doticaja s patogenom reagira
puno brze i u¢inkovitije. Do pocetka ovog stoljeca o prirodenom imunitetu znalo se puno
manje nego o stecenom i smatran je nespeciﬁc“:nim.lz"r’4

Jedna od vaznih znacajki imunosnog sustava jest moguénost finog podesavanja. To
znaCi da ¢e uspjeh imunosne reakcije s jedne strane ovisiti 0 adekvatnom odgovoru na
antigen, a s druge o sposobnosti povratka u stanje mirovanja. Isklju¢ivanje imunosnog
odgovora jednako je vazno kao i njegovo uklju¢ivanje jer spreéava prekomjernu reakciju

koja bi dovela do oStecenja organizma domacina. Odvija se po sliénom principu kao

mehanizam negativne povratne sprege u endokrinom sustavu.™

2.2.1. Prirodena imunost

Prije kontakta s imunosnim sustavom svaki patogen najprije mora svladati prirodne
prepreke kao Sto su koza, sluznice, sluz te razli¢iti enzimi 1 druge tvari koje onemogucavaju
vezanje patogena za stanicu. Mikroorganizmi koji svladaju ovu prvu barijeru dolaze u dodir
S imunosnim sustavom, §to predstavlja sljedeCu razinu obrane organizma. Prirodeni
imunosni sustav ¢ine raznovrsne stanice i molekule koje imaju sposobnost prepoznavanja i
odstranjivanja stranih antigena. Od presudne su vaznosti u obrani organizma od infekcije
jer vrlo rano signaliziraju prisutnost patogena. Za razliku od stanica ste¢enog imunosnog
sustava one nemaju memorijsku sposobnost. To znaci da ¢e pri svakom ponovljenom
doticaju s antigenom reagirati identi¢no.>**°

Najvaznije stanice prirodene imunosti jesu dendriticke stanice (engl. dendritic cell,
DC). Prvi ih je opisao Paul Langerhans krajem devetnaestog stoljeca te su dugo bile
poznate pod nazivom Langerhansove stanice. Danasnji naziv dao im je Ralph Marvin
Steinman 1973. godine, otkriv§i njihovu kljuénu ulogu u povezivanju prirodene i steCene
imunosti. Dendriticke stanice strateski su rasporedene na mjestima na kojima je organizam
najvise izlozen okolini kao §to su koza, probavni i respiratorni sustav. Procesom endocitoze
54,57

neprekidno uklanjaju strane antigene, ali obavljaju i niz znatno kompleksnijih zadataka.

15



Literaturni pregled

U tkivima se nalaze u nezrelom obliku. Nakon §to dodu u doticaj s antigenom Koji
predstavlja opasnost, obrade ga i prenose u najblize limfoidne organe, omogucavajuci
doticaj sa stanicama steCenog imuniteta. Pri tome prolaze proces sazrijevanja, postaju
imunosno aktivne, izluCuju citokine ¢ime poti¢u daljnji imunosni odgovor (Slika 5).
Dendriticke stanice ujedno kontroliraju ovaj proces, spreavajuci reakciju limfocita T na

vlastite antigene.””*®
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Slika 5. Sazrijevanje i aktivacija dendriti¢kih stanica
Preuzeto i prilagodeno prema: