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SAZETAK

Cilj istrazivanja: Karcinom pluéa je najée$éi maligni tumor. Cimbenik nekroze
tumora alfa (TNF-a) je citokin koji sudjeluje na viSe nacina u patogenezi mnogih
upalnih bolesti i malignih tumora. Dosada$nja istrazivanja o ulozi polimorfizma
TNF-a gena u bolesnika s karcinomom pluéa dala su razli€ite rezultate. U ovom
istraZivanju cilj nam je bio vidjeti da li TNF-a-308 i TNF-a-238 polimorfizmi utjecu
na podloznost i/ili tezinu karcinoma pluc¢a u hrvatskoj populaciji. Ovo je prvo
istraZzivanje u kavkaskoj etnic¢koj skupini, koje ukljuCuje ova dva polimorfizma, u
svim tipovima karcinoma pluca.

Ispitanici i metode: Ispitano je slu€ajnim odabirom 230 bolesnika s primarnim
karcinomom pluéa, ukljuCujuc¢i karcinome plu¢a ne-malih stanica (NSCLC) i
karcinom plu¢a malih stanica (SCLC). Kontrolna skupina sacinjavala je 230
zdravih, nesrodnih ispitanika, uparenih po dobi i spolu. Nakon izolacije DNA iz
periferne krvi ucinjena je genotipizacija pomocu lan€ane reakcije polimerazom
(PCR) i identifikacije polimorfizma duljine restrikcijskin fragmenata (RFLP).
Rezultati: Nismo nas$li statisti¢ki znaCajne razlike u frekvenciji genotipova i alela
za TNF-a-308 i TNF-a-238 polimorfizme izmedu bolesnika s karcinomom pluc¢a i
kontrolne skupine. Nismo utvrdili povezanost izmedu genotipova i kliniCkog stadija
karcinoma pluca, kao ni za pojedine patohistoloSke nalaze, kada smo promatrali
ukupno sve bolesnike. Medutim, usporedbom genotipova i stadija bolesti u
podskupinama karcinoma pluéa utvrdeno je da je genotip GG TNF-a-238 statisticki
znacajno C€e&¢i (p=0,02) u odnosu na genotipove GA i AA u proSirenoj fazi
karcinoma pluéa malih stanica, dok u skupini karcinoma plu¢a ne-malih stanica

nije bilo te razlike.
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Ispitujuéi korelaciju izmedu genotipova i laboratorijskih nalaza krvi naden je
statistiCki zna¢ajan medusoban odnos samo za poviSene vrijednosti neutrofilnih
granulocita i sniZzene vrijednosti ukupnih proteina periferne krvi i TNF-a-308 A
alela. Za navedene parametre u krvi TNF-a-308 A alel je predisponirajuci, dok je
-308 G alel protektivan. Analizom genotipova bolesnika u kojih je primarni
karcinom pluc¢a bio drugi ili tre¢i primarni maligni tumor ustanovljeno je da su svih
28 imali TNF-a-238 GG genotip (p=0,000).To govori da je G alel TNF-a-238
predisponirajuci za ovo ponavljanje maligne bolesti.

Zaklju€ak: Utvrdeno je da TNF-a-308 i TNF-a-238 polimorfizmi nemaju utjecaja
na podloznost za bilo koji tip karcinoma plu¢a u hrvatskoj populaciji. Takoder,
navedeni polimorfizmi ne utjeCu na klini¢ki stadij bolesti u karcinoma ne-malih
stanica, dok je G alel TNF-a-238 znacajno ¢eSc¢i kod tezeg oblika karcinoma pluc¢a
malih stanica. Isto tako G alel TNF-a-238 ima predisponiraju¢u ulogu za karcinom

plu¢a, kada je taj tumor drugi primarni maligni tumor u istog bolesnika.

Kljuéne rijec¢i: Karcinom pluca; Kavkaska etnicka skupina; PodloZznost za

karcinom; Stadij tumora; TNF-a polimorfizam; Vrste tumora.
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SUMMARY

Objectives: Lung cancer is the most frequent malignant tumor. Tumor necrosis
factor-a (TNF-a) is cytokine involved in many way in the pathogenesis of various
inflammatory diseases and malignant tumor. Previous studies investigating the
role of the TNF-a gene polymorphisms in lung cancer patients have generated
different results. In the present study, the aim was investigated whether the TNF-
0a-308 and TNF-a-238 polymorphisms influence on the susceptibility and/or
severity of lung cancer in Croatian population. This is the first study in Caucasian
population which include this two polymorphisms in all types of lung cancer.
Patients and Methods: In this randomised study 230 lung cancer patients was
investigated. Non-small cell lung cancers (NSCLC) and small cell lung cancer
(SCLC) were included. Control group was 230 appropriate age and sex-matched
healthy controls. After DNA isolation from peripheral blood that were genotyped by
the polymerase chain reaction/restriction fragment length polymorphism method,
results are statistically analysed.

Results: There were no significant differences in the genotype and allele
frequencies for the TNF-a-308 and TNF-a-238 polymorphisms between lung
cancer patients and controls. We did not detect any association between the
genotypes, different stages of lung cancer and the pathohistological findings, when
we observed all the patients. Meanwhile, when the genotypes were compared
between stages of lung cancer and non-small cell lung cancer and small cell lung
cancer, GG TNF-a-238 in small cell lung cancer was statistically significantly more
frequent (p=0,02), than genotypes GA and AA in extensive disease of small cell

lung cancer. In the group of NSCL there was not any differences. Investigating



laboratory blood findings in correlation with genotypes frequencies, a significant
statistically correlation was found only for high level of neutrophil granulocytes and
low total proteins in the peripheral blood and TNF-a-308 A allele. For these blood
parameters in the patients the TNF-a-308 A allele is risky, whereas -308 G allele is
protective. We analysed also genotypes of patients in which lung cancer was the
second or third primary malignant tumor. TNF-a-238 GG genotype was presented
in all of them (28) (p=0,000). It mean that G allele TNF-a-238 has promotive effect
for lung cancer development as a second primary tumor.

Conclusion: The present study indicates that the TNF-a-308 and TNF-a-238
polymorphisms do not influence susceptibility to or severity of lung cancer in
Croatian population, when we take into consideration all patients together.
Moreover, when we formed NSCLC and SCLC group, G allele TNF-a-238 take to
more severe form of SCLC. As well, G allele TNF-a-238 had promotive effect for
lung cancer when this tumor was the second primary malignant tumor in the same

patient.

Key words: Cancer susceptibility; Caucasian population; Lung cancer; TNF-a

polymorphism; Tumor stage; Tumor type.
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1. UVOD | PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

Karcinom pluéa je najéeSc¢i maligni tumor u svijetu i najéesc¢i uzrok smrti
medu malignim bolestima (1). Smatra se da su ¢imbenici okoliSa i individualne
genetske osobine odgovorni za nastanak, progresiju i prognozu bolesti (2).
Pusenje je glavni vanjski ¢imbenik rizika za rak plu¢a, medutim, samo oko 16%
puSaca oboli od te bolesti tijekom svog Zivota (3). Utvrdeno je da pusSenje kao
posljedicu mozZe izazvati promjene na kromosomima (4). U puSaca, u najveéem
broju slucajeva, dolazi do oS$tec¢enja deoksiribonukleinske kiseline (engl.
deoxyribonucleic acid, DNA). Genetska oStec¢enja se mogu otkriti detekcijom
toCkastih mutacija s tehnikom lan¢ane reakcije polimerazom (engl. polimerase
chain reaction, PCR), detekcijom kromosomskih promjena s tehnikom
fluorescentne in situ hibridizacije (engl. fluorescence in situ hibridisation, FISH) i
detekcijom promjena u broju DNA kopija u tumoru s komparativnom genomskom
hibridizacijom (5). Takoder je uo€eno da u pojedinim familijama se ¢esce javlja rak
pluéa (6). Danas je posve jasno da pored pusenja i ¢imbenika okoliSa postoiji
genomska predispozicija u osoba u kojih ¢e se tumor razviti. Postoji vise
¢imbenika koji odreduju predispoziciju za nastanak raka pluca. Proces nastanka te
bolesti odvija se kroz viSe stupnjeva. lzmedu pocetne mutacije genskog materijala
u stanicama respiratornog epitela i kliniki ustanovljenog raka plu¢a protie
razdoblie od 20-tak godina (7). Kroz to dugo vriieme vise je patoloSkih
mehanizama uklju¢eno u karcinogenezu.

Kao odgovor na tumorske antigene nastaje protutumorska imunoloska
reakcija (5). Stani¢na imunost najvazniji je mehanizam specificnog nadzora nad
tumorskim rastom (6). Pri tome glavnu ulogu imaju limfociti T i stanice prirodne

ubojice (engl. natural killer cells, NK). Limfociti T IluCe citokine koji utjeCu na



aktivaciju, proliferaciju i diferencijaciju stanica imunoloSkog sustava. Prije 20-tak
godina otkriven je citokin koji je nazvan ¢imbenik nekroze tumora (engl. tumor
necrosis factor, TNF) jer je prvo uoeno njegovo inhibitorno (citotoksi¢no)
djelovanje na tumore (7). Vremenom je otkriveno da ima znacajniju ulogu u
proupalnom djelovanju (8). Opisana je DNA sekvenca i dva osnovna tipa, TNF-a i
TNF-B gena (9). UoCeno je da je TNF-a vazan i za imunoloSke i genetske
promjene u malignim tumorima (10). U zadnje su vrijeme od znanstvenog interesa
naroCito polimorfizmi TNF-a-308 i TNF-a-238. Nadena je povezanost izmedu
specificnog genskog polimorfizma TNF-a-308 i multiple skleroze (11).
Polimorfizam TNF-a-308 je ispitivan u bolesnika s reumatoidnim artritisom i
Behcget-ovom bolesti, ali nije potvrdeno da se radi o rizi€hom &imbeniku za te
bolesti, niti utjec¢e na njihovu tezinu i klinicki tijek (12, 13). Polimorfizam TNF-a-308
povecava rizik u koronarnoj bolesti srca, narocito u Zena s dijabetesom tipa Il (14).
Povezanost istog gena s nastankom kroni¢ne opstruktivne bolesti plu¢a (KOPB) u
Tajlandu i Kini nije nadena (15, 16). Bolesnici s vezikoureteralnim refluksom i TNF-
a-308 AA genotipom imaju povecani rizik za refluksnu nefropatiju (17).

U bolesnika s rakom plu¢a u Njemackoj nije nadena korelacija izmedu te
bolesti i polimorfizma TNF-a-308 (18). Jedino ispitivanje do sada koje je imalo za
cilj utvrditi povezanost polimorfizama TNF-a-308 i TNF-a-238 s rakom plu¢a u
odnosu na predispoziciju i klini¢ki tijek bolesti izradeno je u Kini. Potvrdena je
povezanost polimorfizama u tom genu s javljanjem raka pluca i prognozom bolesti.
Nadeno je da alel -308 A ima promotivni utjecaj na razvoj i progresiju bolesti, dok

alel -238 A ima protektivnu funkciju prema raku plu¢a (19).



1.1.KARCINOM PLUCA
1.1.1.Epidemiologija

Rak pluéa je naj¢esSc¢i maligni tumor u svijetu od 1985. godine do 2002.
godine, kada je bilo 1,35 milijuna novooboljelih, $to &ini 12,4% svih novootkrivenih
malignih tumora (1). Isto tako rak plu¢a je i najée8¢i uzrok smrti od malignih
tumora s 1,18 milijuna umrlih (1). Stopa incidencije raka plu¢a u Zena je 12,1/100
000, a u muskaraca 35,5/100 000 stanovnika. Petogodi$nje preZivljavanje je oko
15% u SAD, 10% u Zapadnoj Europi i 9,8% u zemljama u razvoju.

U Europi je rak plu¢a najées¢i uzrok smrti od malignih tumora u muskaraca
(20). Najvisa stopa incidencije i mortaliteta u 2000. godini bila je u Belgiji (76,4/100
000 i 70,9/100 000 stanovnika), a najniza u Svedskoj (21,4 i 22,6/100 000
stanovnika (21, 22). Odnos javljanja bolesti izmedu spolova se znatno razlikuje
medu europskim zemljama (23, 24, 25). Najnizi odnos muskaraca i Zena je u
Danskoj (9, 26,), a najvisi u Spanjolskoj (1, 27). U najveéem broju drzava Europe
postoji tendencija zaustavljanja ili ¢ak pada oboljelih od raka plu¢a u muskaraca,
dok mortalitet od raka plu¢a u Zena raste (22, 28).

U SAD stopa incidencije i mortaliteta u 2000. godini bila je 58,6 i 53,2 u
muskaraca te 34,0 i 27,2 u Zzena s odnosom spolova 1,7 (21). U Zena je mortalitet
zbog raka pluc¢a ispred raka dojke od 1987. godine (29). Paralelno s porastom
pusenja, stopa mortaliteta zbog raka plu¢a u Zena porasla je 600% od 1990. do
1997. godine (30).

Prema podacima Drzavnog registra za rak, u na$oj je zemlji ukupni broj
novooboljelih od raka plu¢a porastao s 1191 u 1968. godini na 2703 u 2004.
godini. Od toga je muskaraca bilo 2119 (21%), a Zzena 584 (7%). Stopa incidencije

iznosila je za oba spola u 1968. godini 27,4, a 2004. godine 60,9/100 000



stanovnika. Za mus$karce su te vrijednosti bile 49,3 i 99,2/100 000 stanovnika, a za
Zzene 7,1 i 25,4/100 000 stanovnika. Stope incidencije povecale su se u istom
razdoblju za 150% u muskaraca i 324% u zena. Broj umrlih porastao je s 899 u
1968. godini na 2635 u 2004. godini. Od toga je muskaraca bilo 2123 (29%), a
Zzena 512 (10%). Maligni tumori pluéa su na prvom mjestu po smrtnosti od
malignih tumora u muskaraca, a na drugom mjestu u Zena. Ukupna stopa
incidencije mortaliteta bila je 59,4/100 000 stanovnika i to za muskarce 99,4/100

000, a za Zzene 22,3/100 000 stanovnika (26).

1.1.2. Etiologija i prevencija karcinoma plué¢a

Karcinom plu¢a nastaje postepeno. Od prve mutacije do maligne
transformacije stanica, gdje su uklju¢eni mnogi onkogeni i tumor-supresorski geni,
moze proci razdoblje i do 20 godina. Proces nastanka tumora vrlo je kompleksan i
uklju€uje niz geneti¢kih promjena koje omogucuju tumorskoj stanici da nadvlada
sve mehanizme nadzora koji vrijede za normalnu stanicu. Ranija ispitivanja na
Zivotinjama danas su zamijenile molekularne analize pojedinih gena i ¢imbenika
rasta, koji su u vezi s tumorskim rastom (31). Razli€iti kancerogeni, u prvom redu
oni koji nastaju prilikom pu$enja, zapoc€inju proces maligne transformacije stanica
(32). Upala i proliferacija su prve mikroskopske promjene u tom procesu, a
Cimbenici rasta su ukljuéeni ve¢ u ovom prvom razdoblju nastanka tumora.
Mnogostruke genetske promjene su neophodne da bi konaéno do$lo do malignog
fenotipa. Gene koji dovode do promjena u malignim stanicama dijelimo u dvije
skupine: proto-onkogeni i tumorski supresorski geni (6). Proto-onkogeni svojom

aktivacijom prelaze u onkogene i induciraju stvaranje abnormalnih proteina, Cije



sve vece stvaranje dovodi do povecanja metabolickih i transkripcijskih procesa u
stanici. Aktivaciju mogu zapocleti toCkasta mutacija, genska amplifikacija,
povecana sinteza onkoproteina ili translokacija. Postojanje nepravilnosti u jednom
od dva alela dominantnih onkogena dovoljno je za abnormalnu funkciju stanice.
Tumorski supresorski geni su geni u kojih genetske promjene dovode do
smanjenja aktivnosti proteina, koji imaju vaznu ulogu u kontroli stani¢nog rasta.
Genetske promjene javljaju se prije histoloSkih te stoga mogu biti od vaznosti u
ranoj detekciji tumora.

Mnoga ispitivanja pokazala su statisticki znaajnu povezanost pusenja i
raka pluéa. U dimu cigarete ima oko 400 kemijskih spojeva od kojih je 40
kancerogenih. Broj popu$enih cigareta na dan i duzina pusenja korelira s rizikom
od nastanka raka pluéa. PuSenje je najviSe povezano s nastankom
planocelularnog karcinoma pluca, ali je uo€eno da je podskupina K-ras pozitivnih
adenokarcinoma takoder jako povezana s pusenjem (33). Mjere odvikavanja od
pusenja intenzivno se provode narocito u razvijenim zemljama Europe i Amerike,
sa zadovoljavaju¢im rezultatima (34, 35). Pasivno pusenje je znacCajan problem te
oko 2000 ljudi zbog toga godiSnje umire u SAD.

U nastanku raka pluéa vazna je i genetska predispozicija jer prema Seifart-
u i suradnicima u istrazivanoj njemackoj populaciji samo mali broj pu$ac¢a oboli od
te bolesti (11%) (18). Takoder je uoCeno ¢esce familijarno javljanje raka plu¢a u
nepusaca, posebno bronhioloalveolarnog karcinoma.

IzloZenost Cimbenicima rizika od raka pluca u radnoj i Zivotnoj okolini je
takoder vazna. Tu se naj¢e8ce spominju azbest, metali (krom, nikl, berilium),
proizvodi od ugliena i nafte (Stetni plinovi) (36). ZraCenje (x i y zrake) je takoder

poznati rizik za rak plu¢a, kao i izlozenost radonu kod minera. Od kemijskih



spojeva koji povecavaju rizik od raka pluéa poznati su: iperit, vinil klorid, bis
klorometileter (BCME), klormetil metileter (CMME) (37). Ranije bolesti plu¢a koje
povecavaju mogucénost nastanka raka plu¢a su difuzna plu¢na fibroza i kroni¢na
opstruktivna plu¢na bolest (38).

Utvrdeno je da nedovoljno uzimanje voc¢a i povréa povecava rizik od
najc¢edcih malignih tumora pa tako i raka pluéa. Potencijalno ,zastitni“ sastojci
hrane su vitamin E, folna kiselina, vitamin C, selen, koji djeluju kao antioksidansi.

Usprkos poboljanju terapijskih metoda nije postignuto znacajnije
prezivljavanje u bolesnika s rakom plu¢a zadnjih 40-tak godina. U svijetu umire od
raka plu¢a oko tri milijuna ljudi godi$nje, a oCekuje se da ¢e se taj broj udvostruditi
u narednih 30 godina. Smanjenje mortaliteta moze se posti¢i samo prevencijom,
ranim otkrivanjem bolesti i uvodenje novih metoda lije¢enja. Glavna stvar u
prevenciji je eliminiranje glavnog izvora kancerogena — pusenje. U prevenciji raka
plu¢a dugo se radi na ranom otkrivanju te bolesti. Ranije metode citoloSke analize
sputuma i standardne radioloSke snimke toraksa nisu se pokazale uspjeSnim.
Znatno bolje rezultate u probiru raka plu¢a dala je kompjutorizirana tomografija
(CT) toraksa i nove tehnologije obrade krvi i sputuma, koje koriste morfologiju
jezgre i specificna protutijela s vecom osjetljivosti (39). Mnogo obecavaju
molekularne laboratorijske tehnike kojima se mogu utvrditi tumorski markeri
indikativni za (prije) karcinom.

Kemoprevencija oznacuje uzimanje tvari kojima se prevenira, inhibira ili
vraca u nazad proces karcinogeneze. Od ranije su poznate dvije vrste takvih tvari:
blokiraju¢e i suprimiraju¢e tvari, koje se suprotstavljaju nastanku invazivnog

tumora. Za respiratorni trakt danas postoje dvije skupine tvari koje preveniraju



promjene koje bi nastale zbog inhalacije kancerogena: retinoidi i antioksidansi (40,

41). Prve studije pokazuju kontraverzne rezultate te je potrebno daljnje praéenje.

1.1.3. Imunopatologija karcinoma pluca

Podjela raka plu¢a na karcinom plu¢a malih stanica (engl. small cell lung
cancer, SCLC) i karcinom plué¢a ne-malih stanica (engl. non-small cell lung cancer,
NSCLC) ostaje prva i najvaznija karakteristika za planiranje lije€enja. Usprkos
otkrivanju novih biomarkera, tumor, limfni &vor, presadnica (engl. tumour, node,
metastasis, TNM) podjela daje najto¢nije prognosticke podatke u bolesnika s
NSCLC. Posljednjih godina citogenetika, molekularna biologija, biologija stanice i
biokemija su dale nova shvacanja pluéne karcinogeneze, otkrivanjem vecéeg broja
genetskih promjena i abnormalnosti bioloskih funkcija, kako u stani€nom ciklusu
tako i u intratumorskoj vaskularizaciji. Otkrivanje proteina koji su uklju¢eni u te
procese i proizvodnja velikog broja protutijela omoguéava otkrivanje
imunobojanjima, da li se neka genska promjena pojavijuje u raku pluca,
prijeneoplastickim ili in situ lezilama. Konacni je cilj otkriti nove prognosticke

markere i dati upute za lije€enje.

1.1.3.1. Imunohistokemija u otkrivanju prognosti¢kih genskih produkata

Najvide ispitivani prognosticki marker u raku plu¢a je zasigurno p53 (42).
Ispitivanja ekspresije proteina p53 su pokazala da veliki broj NSCLC, kao i ostalih
tumora, ima abnormalnu nuklearnu akumulaciju ovog proteina. Upotrebom

imunohistokemije (protutijela) u svrhu evaluacije promjena u genskoj ekspresiji,



normalni p53 protein je rijetko naden ili je viden samo u odredenom broju stanica.
Ako se u stanicama tumora imunohistokemijski ne potvrdi p53, znaci da nema
ekspresije zbog teSkog genskog ostecenja, koje onemogucuje produkciju proteina
ili zbog toga Sto je gen potpuno normalan. Vrijednost p53 imunodetekcije kao
prognosti¢kog €imbenika u raku plu¢a se vrlo mnogo ispituje, ali razli€ita ispitivanja
pokazuju kontradiktorne rezultate. Ekspresija p53 moze biti znak loSe prognoze,
dobre prognoze ili nema prognostickog znacaja (43).

Drugi tumor supresorski geni koji su ispitivani imunobojenjem u raku plué¢a
su retinoblastom (engl. retinoblastoma, Rb) gen i FHIT gen (engl. fragile histidine
triad) (44). Ovi se geni lakSe otkrivaju imunohistokemijski nego p53 buduéi da
normalni bronhalni epitel ima oba proteina, kao i tumori bez promjena u oba gena.
Zbog toga je moguce razlikovati tumore sa ili bez promjena FHIT i Rb gena.

Osim tumor supresorskih gena ispitivani su kao moguéi prognosticki
markeri i neki onkogeni. Bcl-2 protein inhibira apoptozu i nalazi se u mnogo
tumora (45, 46). Nade se u toCki loma kromosoma 18 u folikularnih limfoma sa
14:18 translokacijom. Zbog translokacije, bcl-2 gen je pod kontrolom promotora
gena za teski lanac imunoglobulina i nije normalno izrazen. U normalnom epitelu
bronha izrazen je u bazalnim stanicama, ali ga nema u stupi¢astim stanicama.
Njegova ekspresija je od 20—40% u NSCLC zbog razloga koji je do sada
nepoznat. Hipermetilacija na lokusu bcl-2 na kromosomu 18 je utvrdena u raku
pluc¢a, ali bez bilo kakve korelacije s ekspresijom proteina.

Receptor za epidermalni ¢imbenik rasta (engl. epidermal growth factor
receptor, EGFR) i HER2/Erb/Neu gen su takoder ispitivani (47). EGFR je receptor
za epidermalni ¢imbenik rasta, koji stimulira tumorski rast epitelnih stanica. HER2

je receptor slican tirozin kinazi (engl. receptor — like tyrosine kinase) s 80%



homologije s EGFR. On je izrazen u velikom broju NSCLC i povezan je s ve¢om
agresivnosti tumora. Ispitivani su i antigeni krvnih grupa. IstraZzivanje ekspresije
antigena krvne grupe A i B i njihovih prekursora H/Ley/Leb, otkrivenih
monoklonalnim protutijelom MIA-15-5, osnovano je na zapazanju da je ekspresija
antigena krvnih grupa u tumorskim stanicama ¢esto smanjena, dok je ekspresija
prekursora povecana (48). Ovi antigeni prekursora su u vezi s rastom stani¢nog
mobiliteta. To sugerira da tumorske stanice, koje imaju manje antigena krvnih
grupa i zbog toga je porast ekspresije prekursora, spadaju u agresivnije tumore.
Usprkos brojnih ispitivanja niti jedan zaklju¢ak nije donesen za neki od ovih

markera.

1.1.3.2. Imunohistokemija angiogeneze kao moguci prognosti¢ki marker

Drugi mogucéi prognosticki ¢imbenik je broj intratumorskih malih krvnih Zila.
Vedi broj krvnih Zila dovodi do povecane oksigenacije i rasta tumora, a takoder
raste i moguénost da tumorske stanice udu u krv i metastaziraju. Angiogeneza je
povezana i sa stromalnom lizom i remodeliranjem §to dovodi do Sirenja tumora
(49). NSCLC se u odnosu na angiogenezu dijeli prema vrsti intratumorskih krvnih
Zila, a ne prema broju krvnih Zila. lako najveci broj raka plu¢a destruira normalno
pluéno tkivo i stvara nove krvne Zzile i stromu, u manjem broju tumora (oko 15%)
ne dolazi do destrukcije parenhima, niti stvaranja strome, niti krvnih Zila. Jedino su
prisutne krvne Zzile u alveolarnim septama i to u cijelom tumoru, tako da su plu¢ne
alveole prepune tumorskih stanica. Ti se tumori nazivaju ,putative nonangiogenic.”
To govori da, ako postoji jedan izvor krvnih Zila, tumor se moze iz njega hraniti i

rasti bez da se potiCe stvaranje novih krvnih Zila.



Saznanje da je angiogeneza neophodna za rast tumora ima implikacije za
izbor lije€enja, s ciliem da se tumor zaustavi unidtavanjem krvnih Zila ili inhibicijom
angiogeneze. U ispitivanju prognostickih &imbenika, narolito angiogeneze,
potrebno je uzeti u obzir vise ¢imbenika i to simultano, koji se, takoder, mogu

medusobno usporedivati.

1.1.3.3. Nove mogucnosti lijecenja

Upotreba imunohistokemije je i u otkrivanju molekula koje su moguci ciljevi
terapije. U lijeCenju raka pluca koriste se terapijska monoklonalna protutijela i/ili
antagonisti molekula u intratumorskim krvnim zilama. Integrin a Vb3 je jedan od tih
cilieva, za kojeg je prvo reCeno da je to novoformirani endotel in vitro. lako je
potvrdeno da je endotelna ekspresija Vb3 osnova za angiogenezu potaknutu od
bazi¢nog fibroblasti¢nog €imbenika rasta ili TNF-a, nadeno je da to moze biti samo
nepravilno reguliran ostatak endotela.

Druga mogucnost lije€enja je usmjerena na aktivaciju glavnih ¢imbenika
rasta. Jedna takva molekula je EGFR. Ona moze biti prisutna u nefosforiliranoj i
fosforiliranoj formi sa strukturalnim konformacijskim razlikama izmedu te dvije
forme. Smatra se da inhibicija fosforilirane forme moZze biti od terapijske
vrijednosti. Ovakva saznanja otvaraju nove terapijske moguénosti, vrlo specificne,
koje obecavaju dobre rezultate kao monoterapija ili u kombinaciji s

konvencionalnim lije¢enjem (50).

10



1.1.3.4. Prijeneoplasti¢ke i in situ lezije bronhalnog stabla

Imunohistokemija pomaze u razumijevanju biologije in situ ranih bronhalnih
promjena. Imunohistokemijska ispitivanja mogu pomo¢i za shvacanje kronoloskih
promjena koje dovode do NSCLC. Abnormalna ekspresija p53 je rana, ali ne i
obavezna promjena u malignoj transformaciji bronhalnog epitela. Ipak, kada se
pojavi, znaci povecani rizik progresije u karcinom (51). No, rak pluéa moze nastati
i bez p53 ostecenja.

Razli¢iti rezultati su nadeni ispitivanjem ekspresije FHIT proteina. FHIT gen
je tumor supresorski gen i sudjeluje u regulaciji apoptoze i u kontroli stani¢nog
ciklusa. Gen se nalazi na p kraku kromosoma 3 (3p 14.2) i njegova mRNA
nedostaje ili je promijenjena u NSCLC. FHIT protein je izrazen u normalnom
epitelu, ali ga nema u prijeneoplastiCkim i neoplastickim stanicama. Zbog velike
osjetljivosti imunohistokemije moguce je dokazati gubitak ekspresije FHIT
proteina, S$to je najéeSce prisutno u in situ bronhalnim lezijama (94%) i u
invazivnom NSCLC (70%). Mozemo zakljuéno rec¢i da se gubitak FHIT proteina
vrlo vjerojatno javlja u ranim fazama nastajanja karcinoma pluca i to vise nego u
kasnijim fazama (progresivna faza karcinoma). Angiogeneza se nalazi ve¢ u ranim
in situ bronhalnim lezijama.

Vazno je ustanoviti karcinom u §to ranijoj fazi jer je onda i statistiCki

znacajno duze prezivljavanje (52).
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1.1.4. Biologija karcinoma pluca

Ima mnogo novih saznanja u laboratorijskim i klini€kim istrazivanjima, kao i
sve veceg razumijevanja raka pluca iz rezultata molekularne biologije, a svi ti
rezultati dolaze iz povezanosti C¢imbenika okolida i individualnih genetskih osobina.
Poznati genetski Cimbenici u raku pluéa odreduju posebne aspekte biologije
stanica u toj bolesti. Konacni cilj svega ovoga je uvodenje novih spoznaja u
kliniCku praksu.

Pusenje je glavni ¢imbenik rizika za karcinom pluca i 90% bolesnika s
karcinomom pluéa su pusaci (53). Rak pluéa je sigurno bolest koju odreduju
¢imbenici okolisa, ali i genetski ¢imbenici utje€u na individualni rizik od raka pluéa
(54). Osim socio-ekonomskih ¢imbenika postoji genetska predispozicija za naviku
pusenja. Neka ispitivanja su utvrdila da bi se predispozicija za puSenje mogla
povezati s promjenama na q kraku kromosoma 5 i na kromosomu 4 (4, 55).
Rezultati ispitivanja polimorfizma dopamin D2 receptor gena u pusaca i onih koji
se odvikavaju od pusSenja su bili kontradiktorni (56). Tri glavne skupine
kancerogena u dimu cigarete jesu: aromatski amini, nitrozamini i policiklicki
hidrokarbonati. U pu$aCa, u najve¢em broju slu€ajeva, dolazi do ostecenja
stanicne DNA, posebno u DNA genskoj sekvenciji (57).

Detekcija toCkastih mutacija gena mozZe se ustanoviti tehnikom lancane
reakcije polimerazom, otkrivanjem kromosomskih promjena s fluorescencijskom in
situ hibridizacijom i promjena u broju DNA kopija u tumoru s komparativhom
genomskom hibridizacijom (5). Osim DNA biomarkera vazan je i marker izmjene
sestrinskih kromatida (58). Postoji i niz drugih tumorskih markera u karcinomu

plu¢a, koji se jos istrazuju (59). Poznati su citokeratin 18 i dezmoplakin u NSCLC
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(60). Razlika je u genskoj ekspresiji, sadrzaju proteina i biodistribuciji, u odnosu na
zdravu populaciju. Citokeratin 18 je jaCe izrazen u adenokarcinoma, a
dezmoplakin u karcinomu pluéa ploCastih stanica. Heterogeni nuklearni
ribonukleoprotein B1 (engl. Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein B1, hnRNP
B1) je rani biomarker u okulthom karcinomu plu¢a, kao i u displaziji sluznice
bronha (61, 62, 63, 64). Ekspresija toga biomarkera znaci loSu prognozu u
NSCLC.

Sto odreduje predispoziciju za rak plu¢a? Brojna ispitivanja su pokazala da
postoji povezanost izmedu karcinoma pluéa i rizika javljanja karcinoma u
pripadnika iste obitelji. Takoder, vrSena su ispitivanja razli€itih genskih
polimorfizama i citogeneti¢kih promjena u bolesnika s rakom plu¢a (65) (Tablica
1.). Ispitivanja genskih polimorfizama koji odreduju enzime uklju¢ene u
metabolizam lijekova nisu dala pouzdane rezultate za rizik nastanka karcinoma
pluca (66). Geneticko-epidemiolodka i molekularno-genetiCka istraZzivanja su
potrebna da bi se to€nije mogla odrediti genetska predispozicija za rak pluca.
Karcinom plu¢a se naj¢eS¢e otkriva prekasno i postoji dugo i ,tiho“ pretklini¢ko
razdoblje. Zbog toga su vazna genetska ispitivanja prijemalignih promjena (Slika
1.). Smatra se da su najranija o$tec¢enja na kromosomima 3p i 9p $to je nadeno u
hiperplastic(kom i metaplastiCkom epitelu bronha. Displazija epitela bronha je
povezana s mutacijama p53 i gubitkom 3p. Gubitak 5q i mutacije K-ras su
povezane s javljanjem mikroinvazie u adenokarcinomu (67). Razlike u
kancerogenezi izmedu muskaraca i Zzena ukazuju na mogucu ulogu hormona,

posebno estrogena (68).
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Tablica 1. Glavne genetske promjene u karcinomu plué¢a

Promjene SCLC NSCLC
Kromosom 3q LOH ++++ ++
Kromosom 5¢q LOH +++ ++
p16 mutacija (povezana s 9p LOH) - ++
p53 mutacija (povezana s 9p LOH) +++ ++
Rb mutacija (povezana s13q LOH) +++ +
L-myc amplifikacija (povezana s 1p gain) + -
N-myc amplifikacija (povezana s 2p gain) + -
c-myc amplifikacija (povezana s 8q gain) + +

LOH: engl. loss of heterozygosity (gubitak heterozigotnosti); Rb: engl.
retinoblastoma (retinoblastom); +:slaba ekspresija; ++:umjerena ekspresija; +++:
velika ekspresija; ++++: vrlo velika ekspresija; -: bez ekspresije.

Normalno Displazija Invazivni karcinom
3p gubitak =——— P53 mutacija =——— 50 gubitak

9p gubitak visSe p53 gubitka K-ras mutacija

Slika 1. Postepena evolucija karcinoma pluéa

Postoje tri glavne skupine gena ukljuenih u nastanak raka plu¢a. To je
skupina proto-onkogena, tumorskih supresorskih gena i DNA reparirajuéih gena.
Primjeri proto-onkogena koji se aktiviraju u raku pluca su: HER2/,e,, kit, ras i myc

geni (69, 70).
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Najbolje poznati tumor supresorski gen u raku plu¢a je p53 (71). p53 je
transkripcijski ¢imbenik jako izrazen u oSte¢enjima DNA, kada je regulacija
ekspresije produkata drugih gena uklju¢ena u G2/M DNA oStecenje kontrolne
toCke i apoptoze (43). Mnoge razliCite mutacije su utvrdene u p53 genu i one
mogu djelovati kao specifi€ni kancerogeni (2, 65). Drugi geni koji se nalaze u
kontroli stani¢nog ciklusa, a mogu biti mutirani u raku plu¢a jesu: p16 i Rb gen
(72). Utvrdena je uloga tumor supresorskog gena karcinoma plu¢a 1 (engl. tumour
suppresor in lung cancer 1 gene, TSLC1) i tumor supresorskog gena razli€ito
izrazenog u adenokarcinomu plu¢a 1 (differentially expressed in adenocarcinoma
of the lung gene, DAL-1) u odnosu na supresiju rasta tumora i nastanka metastaza
(73). Mediator kolapsin odgovora protein 1 (engl. collapsin response mediator
protein-1, CRMP-1) je uklju€en u proces rasta tumora i stvaranja metastaza. (74).
CRMP-1 gen je tumor supresorski gen koji u€estvuje u progresiji karcinoma.

Stani¢ni protein Ki-67 djeluje na proliferaciju stanica i njegova ekspresija
predstavlja loSu prognozu za bolesnika s rakom plu¢a (75, 76).

Rak plu¢a nastaje postepeno. Mnoge promjene, posebno karakteristiCne
genetske abnormalnosti pojavljuju se rano u prirodnom tijeku razvoja raka pluca,
mnogo prije nego se mogu vidjeti jasne maligne promjene (77). Prijemaligne
promjene epitela sluznice bronha obuhvacaju razli€ite stupnjeve displazije, koje
postepeno mogu evoluirati u maligni tumor i povezane su s odredenim genskim
promjenama. Posebne bioloSke osobine raka plu¢a ocituju se u &imbenicima

rasta, angiogenezi, rezistenciji na lijekove i imunologiji.
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1.1.4.1. Cimbenici rasta

Cimbenici rasta su glavni elementi u biologiji svih normalnih i malignih
stanica. Oni igraju glavnu ulogu u regulaciji proliferacije, diferencijacije i smrti
stanica (78). Tumorske stanice mogu ovisiti 0 signalima rasta, koji se trajno
oslobadaju ili na parakrini ili autokrini nagin. Cimbenici rasta mogu biti peptidi,
steroidi ili druge molekule, koji se oslobadaju od jednog tipa stanice i prenose
poruku kroz ekstracelularni prostor do stani¢nih receptora s najve¢im afinitetom. U
tumorima su Cimbenici rasta od posebnog znafaja zbog signala za tumorske
stanice koje se dijele i rastu, kao i za stimuliranje neoangiogeneze. SCLC stanice
oslobadaju mnogo neuropeptida. To su angiotenzin, inzulinu sli¢an faktor 1 (engl.
insulin-like growth factor 1), serotonin, substanca P i vazopresin zajedno s
bombezinom. Ti peptidi se vezu s visoko afinitetnim receptorima na povrsini
tumorske stanice. SCLC stanice mogu izrazavati vise neuropeptidnih ¢imbenika
rasta i inhibicija bilo kojeg od ovih Cimbenika §to mozZe blokirati stani¢nu
proliferaciju. Zbog toga su znanstvenici nasli mnogo antagonista neuropeptida, koji
obecavaju u lije¢enju SCLC. Takoder je moguce inhibirati intracelularne signale
npr. inhibicijom regulatora kakav je protein kinaza C (79).

SCLC moze izrazavati i druge tipove receptora, kao $to je EGFR, iako se
on ce8c¢e nalazi u stanicama NSCLC (31, 80). Danas postoje komercijalna
blokirajuc¢a protutijela za receptore koji se nalaze na povrsini stanica NSCLC kao
Sto je HER2-,., proto-onkogenski produkt (81). Ti su receptori prisutni u oko 10%
NSCLC i najvise ima receptora epidermalnog Cimbenika rasta. Opcenito je
poznato da se ta ekspresija receptora u raku plu¢a znatno razlikuje izmedu

pojedinih bolesnika (82).
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1.1.4.2. Angiogeneza

Ako tumor poraste za 3 mm onda mora razviti novu krvnu mrezu
(neoangiogeneza) (83). To je postepeni proces koji ukljuCuje stimulaciju
proliferacije endotelnih stanica s endogenim aktivatorima angiogeneze, ,otapanje*
tkiva enzimima kao $to su metaloproteinaza i kolagenaza te povec¢anje endotelne
bazalne membrane (84). Ti procesi mogu biti zaustavljeni od inhibitora endogene
angiogeneze kao S$to su angiostatin i endostatin, zatim inhibicijom peptida
endogene angiogeneze, kao $to su bazi¢ni ¢imbenik rasta fibroblasta (engl. basic
fibroblast growth factor, bFGF), ili vaskularni endotelni Cimbenik rasta (engl.
vascular endothelial growth factor, VEGF), koriste¢i monoklonalna protutijela ili
lijekove protiv signala angiogeneze kao $to je talidomid (85). Razaranje tkiva se

moze zaustaviti inhibitorima metaloproteinaze, kao $to je marimastat. Za uspjesnu

antiangiogeniénu terapiju potrebno je lijecenje kroz duZzi period.

1.1.4.3. Rezistencija na lijekove

Rezistencija na lijekove je jedan od glavnih uzroka loSih rezultata
kemoterapije u lijeCenju raka plu¢a. NSCLC je Cesto vec u pocetku rezistentan na
kemoterapiju. SCLC je obi¢no osjetljiv na kemoterapiju, barem u pocetku lijecenja
(86). Obje vrste tumora, koje su bile osjetljive na kemoterapiju u pocetku, obi¢no
postaju rezistentne u relapsu bolesti. Uzrok ove rezistencije se ispituje dugi niz
godina. Jedan od uzroka razvoja rezistencije na lijekove je ekspresija MDR 1

gena, koji utje€e na P-glikoproteinsku pumpu (87). To nema vece kliniCke vaznosti
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jer je mala korelacija izmedu ekspresije MDR 1 gena i osjetljivosti na kemoterapiju.
Ocito postoje drugi mehanizmi kojima se lijekovi istiskuju iz stanica raka pluc¢a.
Ostali mehanizmi rezistencije na lijekove, do sada poznati, uklju€uju
povecanje kapaciteta DNA reparacije, naroc€ito u relapsu NSCLC, kao i porast
ekspresije enzima topoizomeraze Il, na koji djeluju lijekovi kao etopozid, a taj
enzim je potreban i za DNA replikaciju stanica. One stanice koje imaju nizu razinu
topoizomeraze, rezistentnije su na lijekove poput etopozida. Druga mogucénost
izbjegavanja rezistencije je davanja vecih doza kemoterapije, $to nije dalo

pozitivnih rezultata u prezivljavanju.

1.1.4.4. Imunologija

Poznato je da imunoloski sistem domacina reagira na tumorske stanice.
Jedan od usputnih efekata toga imunoloSkog odgovora je razvoj
paraneoplastiCkog sindroma. Takoder je ustanovljeno da povecani specifini
antitumorski imunoloski odgovor nastaje vakcinacijom s peptidnim antigenima. Ta
ispitivanja povecéavaju broj klinickin markera imunoloSke aktivnosti, iako za dokaz
njihove klinicke vrijednosti su potrebna daljnja ispitivanja. Imunolo$ki odgovor
Cesto nastaje na povrSinskim stani¢nim markerima kao $to je BEC2 u SCLC (88).
Nespecificni imunoloski aktivatori kao SRL 172, koji djeluju pojacavanjem

stani€nog imuniteta, predmet su trajnih klinickih ispitivanja (89).
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1.1.5. Probir karcinoma pluca

Negativni rezultati velikih probira raka plu¢a u 1970-im i 1980-im pruzali su
pesimisti¢ko raspolozenje jer je stotine tisuée ljudi umiralo svake godine zbog raka
plu¢a. Prvi rezultati probira raka plu¢éa s CT-om dali su povoda raspravama o
njegovoj opravdanosti u dijagnostici, cijeni i o tehnickom poboljSanju koje bi dovelo
i do vece dijagnostitke efikasnosti. Mozda je najveci razlog tadasnjem optimizmu
bio prepoznavanje ponovnog zanimanja, truda i ulaganja protiv te smrtonosne
bolesti.

LijeCenje ranootkrivenog raka plu¢a je dosta uspjeSno; medutim, rano
otkrivanje raka pluc¢a je pote$koca. PetogodiSnje prezivljavanje operiranog stadija |
karcinoma pluc¢a je oko 70% (90). U trenutku kada se rak pluca otkrije, samo oko
jedan od Cetiri sluCaja je za kirurSko lijeCenje. Zbog toga je petogodiSnje
prezivljavanje 14% u SAD, 10% u Europi. Zbog navedenog, primarna prevencija
(prestanak pusenja) i efikasno rano otkrivanje raka plu¢a imaju veliki potencijal u
spasavaniju zivota.

Metode ranog otkrivanja raka pluéa se moraju najviSe provoditi medu
osobama s najvecéim rizikom od te bolesti. PuSenje je najveéi pojedinacni rizik za
nastanak raka pluc¢a. Rizik od raka plu¢a raste s brojem popus$enih cigareta na
dan, s udjelom katrana i trajanjem pusenja. Rizik od raka plu¢a je isto u vezi sa
izloZzenosti azbestom, radonom, prisutnosti raka pluéa u familiji, kao i s
bronhoopstrukcijom (91).

Probir (engl. screening) je jedan oblik ranog otkrivanja raka pluca koji
uklju€uje osjetljive tehnike otkrivanja bolesti, kako bi se Sto ranije moglo provesti

Sto efikasnije lijeCenje. Za to je prvo potrebno otkrivanje raka pluca prije prisustva
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simptoma bolesti (77). To je moguce jer rak plu¢a nastaje postepeno, progresijom
atipicnih stanica do karcinoma in situ i invazivnhog karcinoma. Drugo, mora
postojati nacin lijeCenja za vrileme prijesimptomatske faze, koji utjeCe na tijek
bolesti (92). lako je rak pluéa pristupaCan za probir, ne postoji probir kojim bi se
smanjio mortalitet od te bolesti. Takoder, lazno pozitivni nalazi predstavljaju
problem u probiru raka pluéa. 1960-tih godina radena su prospektivna,
nerandomizirana, kontrolirana ispitivanja sa standardnim radioloskim snimkama
torakalnih organa i nadeno je da CeS¢e radioloSko snimanje rezultira ranijim
otkrivanjem raka pluéa, ali ne i smanjenjem mortaliteta. Rentgen torakalnih organa
se je radio jednom godiSnje. Buduc¢i da se efikasnost probira pokazuje
smanjenjem mortaliteta, potrebna su kontrolirana, randomizirana ispitivanja, da se
eliminira utjecaj pristranosti. Prve metode probira bile su citoloska analiza sputuma
i rentgen torakalnih organa, koje su zapoclete 1970-tih godina. Ispitivana je i
riziCna skupina, muskarci iznad 45 godina, pusaci. Sputum se je uzimao svakih
Cetiri mjeseca, a jednom godi$nje se je radio rentgen torakalnih organa. Rezultati
viSe ispitivanja su pokazali da mortalitet od raka plu¢a nije bio statisticko zna¢ajno
manji u odnosu na kontrolnu skupinu. To je dosta obeshrabrilo daljnja takva
ispitivanja. Otkrivanje raka pluéa i utvrdivanje stadija jedan (l) standardnim
radioloSkim snimkama torakalnih organa bilo je u svega 16%. Zbog toga je bilo
potrebno naci osjetljiviju radioloSku metodu za otkrivanje raka plu¢a. CT je
prepoznat kao mnogo osjetljivia metoda za otkrivanje pluénih lezija (93).
Razvojem spiralnog niskodoznog CT-a mnogo se je smanjilo zracenje bolesnika,
kao i vrijeme trajanja pretrage. Spiralnim CT-om mogu se otkriti lezije manje od 5
mm. Nakon provedenih ispitivanja niskodozni spiralni CT se pokazao mnogo

efikasnijom pretragom, u odnosu na standardni rentgen, u probiru raka plu¢a (94).
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Dodatna poboljSanja u probiru raka plu¢a donijela je visoko rezolucijska
kompijutorizirana tomografija (engl. high-resolution computed tomography, HRCT),
vieslojna kompjutorizirana tomografija (engl. multislice computed tomography,
MSCT) i pozitronska emisijska tomografija (engl. positron emission tomography
with 18 fluorodeoxyglucose, FDG-PET) (95). Ovdje treba napomenuti relativho
veliki broj lazno pozitivnih CT nalaza (96).

Sputum se je rano poceo koristiti u probiru raka pluc¢a. Citologija sputuma je
najtoc¢nija kod planocelularnog karcinoma pluéa, koji se radioloski ne vidi. Pozitivni
citoloski nalaz moze znaciti i uznapredovali stadij drugih tipova tumora. Napredak
u molekularnoj biologiji je doveo do tehnika kojima se sputum ispituje s vec¢om
osjetljivosti nego citologijom u otkrivanju raka plué¢a. Koristi se imunocitokemija
stanica sputuma, kao i monoklonalna protutijela. Antigen jednog od
monoklonalnog protutijela je hnRNP, koji je prisutan na malignim stanicama u
sputumu i serumu, i koji se moze kvantificirati (97). Dosadasnji rezultati otkrivanja
malignih stanica u sputumu monoklonalnim protutijelima pokazuju da se rak plu¢a
moze otkriti mnogo mjeseci i godina prije mikroskopske citoloSke analize sputuma
i moze se Koristiti u probiru. Koriste se i fluorescentne tehnike u istu svrhu (98).
Genetske promjene u sputumu imaju takoder znacenje u probiru raka plu¢a. Ras
familija onkogena je bila otkrivena prvo u NSCLC (67). K-ras mutacije su nadene u
oko 1/3 adenokarcinoma. Mutacije K-ras onkogena su nadene u sputumu i
bronhoalveolarnom lavatu (BAL), u bolesnika s rakom pluéa. Analizom
»<arhiviranog® sputuma bolesnika, koji su kasnije oboljeli od raka plu¢a, nadene su
jednake K-ras i p53 mutacije, kao i u tumoru. Najranija klonalna detekcija bila je

jednu godinu prije klinicke dijagnoze. BioloSki marker engl. gastrin-releasing
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peptide, GRP, naden je u stanicama bronhoalveolarnog lavata i moze se koristiti
za rano otkrivanje raka pluca.

Postoji mnogo genetickin i molekularnih promjena u raku pluéa i
prijeneoplastickim lezijama (99). Mutacije specificnih gena (onkogeni, tumor
supresorski geni, DNA reparirajuci enzimi, metilacijske promjene u genomu) mogu
biti mijerljivi indikatori molukularnih promjena koje se rano javljaju samo u
tumorima, a ne u normalnom epitelu bronha. Takve promjene otkrivene u raku
pluéa su: otkrivanje LOH na raznim kromosomima, kao na kratkom kraku
kromosoma 2, 3, 8, 9, 12 i 17, mikrosatelitske promjene ili nestabilnost (engl.
microsatelite instability, MIN), mutacije specificnih gena, promjene specifitne
metilacije  karcinoma i detekcija produkata mutanata  primjenjujudi
imunohistokemiju (100). U ispitivanju genetskih promjena koristene su PCR, LOH.
Porast frekvencije molekularnih genetskih promjena korelira s abnormalnim
nalazom fluorescentne bronhoskopije (engl. Ilung imaging fluorescence
endoscope, LIFE) i s progresijom histoloskih promjena. Delecije 8p 21-23 regije su
Ceste i rane promjene u patogenezi raka pluca. Otkrivena je i kvantificirana
trisomija 7 u nemalignom epitelu bronha u bolesnika s rakom plu¢a s FISH-om
(101).

Bronhoskopija nije bila ranije koristena u probiru raka plu¢a. Danas se
ispituje mjesto i uloga bronhoskopije u ranom otkrivanju raka pluca.

Fluorescentne tehnike koriStene zajedno s bronhoskopijom su pokazale
svoje mjesto u otkrivanju ranog invazivnog karcinoma i in-situ karcinoma (engl.
carcinoma in situ, CIS), koji se ne vide standardnim svjetlosnim tehnikama.
Koriste¢i autofluorescentnu bronhoskopiju postignut je napredak u osjetljivosti

otkrivanja umjerene i tesSke displazije, kao i karcinoma in situ, u osoba sa
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suspektnim rakom plu¢a (102, 103). Relativna osjetljivost svjetlosne bronhoskopije
plus LIFE u odnosu na svjetlosnu bronhoskopiju je 6,3 u otkrivanju umjerene i
teSke displazije i CIS (104, 105, 106). Te se patoloSke promjene, osim kirur§kog
lije€enja, mogu ponekad ukloniti i bronhoskopom, koristeci fotodinami¢nu terapiju,
elektrokauterizaciju, krioterapiju ili brahiterapiju (103, 107).

Moguénost otkrivanja genetskih promjena u citolo8ki normalnim stanicama
ukazuje da analize kromosoma mogu biti od koristi za otkrivanje prijemalignih
promjena u epitelu bronha i mogu sluZziti kao visoko rizi€ni marker za rak pluca.
Koje su genetske promjene najvaznije nije jo$ razjasnjeno. Do danas, niti jedno
ispitivanje nije pokazalo da probir raka plu¢a znacajno smanjuje mortalitet od te
bolesti (52).

Jednostavnije od skupih tehnika koje se koriste u probiru raka pluca (CT,
molekularne tehnike) je upudivati i educirati ljude da ne puse. No, i da se znacajno
smanji prevalencija pusenja, rak pluéa ¢e ostati kao vodeci uzrok smrti od
malignoma u cijelom svijetu (108). Napretci u znanosti, koja se bavi ranom
detekcijom raka pluéa, obecavaju. Te metode, ukljuCuju¢i spiralni CT, uz
kontrolirane, randomizirane studije, moraju dovesti do smanjenja mortaliteta, prije
njihove Siroke upotrebe u masovnom probiru raka plué¢a. Vazni ¢imbenik u probiru

raka pluca je i suradnja pu€anstva u postupcima ranog otkrivanja te bolesti (91).

23



1.1.6. Klasifikacija karcinoma plu¢a

Upotpunjena i izmijenjena klasifikacija tumora plu¢a prema Svjetskoj
zdravstvenoj organizaciji (SZO) objavljena je 1999. godine (109). U Tablici 2.
prikazani su invazivni maligni epitelni tumori pluca.

Klasifikacija karcinoma plu¢a u terapijske svrhe razlikuje karcinom malih
stanica ili mikrocelularni karcinom i karcinom ne-malih stanica ili nemikrocelularni
karcinom, koji obuhvaca sve ostale tipove karcinoma plu¢a. U vrijeme otkrivanja
mikrocelularnog karcinoma naj¢e$¢e postoje udaljene metastaze te se kirursko
lijeCenje uglavnom ne preporucuje. NajCedce zastupljeni tipovi karcinoma su:
planocelularni karcinom ili karcinom plo€astih stanica ili skvamozni karcinom ili
epidermoidni karcinom; adenokarcinom ili Zljezdani karcinom; mikrocelularni ili

karcinom malih stanica; makrocelularni karcinom ili karcinom velikih stanica.
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Tablica 2. Patomorfoloska klasifikacija karcinoma plu¢a

1. KARCINOM PLOCASTIH STANICA
papilarni, svjetlostani¢ni, mikrocelularni, bazaloidni

2. KARCINOM MALIH STANICA
kombinirani

3. ZLJEZDANI KARCINOM
acinarni, papilarni, bronhioloalveolarni (nemucinozni, mucinozni,
mijeSani), solidni mucinogeni, mijeSani, varijante (dobro diferencirani
fetalni, koloidni, mucinozni cistadenom, svjetlostanicni)

4. KARCINOM VELIKIH STANICA
neuroendokrini, bazaloidni, ,lymphoepithelioma-like“ svjetlostani¢ni, s
rabdoidnim fenotipom

5. ZLJEZDANI KARCINOM | KARCINOM PLOCASTIH STANICA

6. KARCINOMI S PLEOMORFNIM, SARKOMATOIDNIM | SARKOMSKIM
ELEMENTIMA
pleomorfni, vretenastostani¢ni, orijaskostani¢ni, karcinosarkom, plucni
blastom

7. KARCINOID
tipicni, atipicni

8. KARCINOMI SALIVARNIH ZLIJEZDA
mukoepidermoidni, adenoidno cistiéni

9. NESVRSTANI
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1.1.6.1. Karcinom plocastih stanica

Karcinom plocastih stanica javlja se u 25-40% slu€ajeva karcinoma pluca
(110). Uglavhom je povezan s puSenjem (111). Obi¢no je smjesten centralno, u
velikim bronhima, Siri se prema torakalnoj stijenci, zahvacajuc¢i pluéni parenhim i
limfne &vorove. Razvija se nakon viSegodisnjih progresivnih promjena mukoze u
smislu skvamozne metaplazije, displazije i karcinoma in situ. Za postavljanje
dijagnoze karcinoma plo¢astih stanica nuzna je prisutnost medustani¢nih mosti¢a i
rozevine. Siroki i brojni dezmozomi vezu stanice medusobno. Stanice su obi¢no
veli¢ine oko 30 p i €¢ine nakupine. Prema stupnju diferenciranosti dijeli se na dobro,
umjereno i slabo diferencirani tip, Sto Kklinicki korelira s prognozom. Dobro
diferencirani planocelularni karcinomi narastu do znatne veli€ine prije nego $to
metastaziraju u regionalne limfne &vorove ili se proSire u okolne strukture (112).

Skloni su raspadanju, a time i krvarenju.

1.1.6.2. Adenokarcinom

UCestalost adenokarcinoma je u porastu u oba spola, ali se ¢eSce javlja u
Zena. Javlja se u oko 25 do 40% slu€ajeva karcinoma pluca i djelomi¢no nije
povezan s pusenjem. HistoloSka slika je priliéno raznolika ovisno o stupnju
diferenciranosti. Osnovni patomorfoloski kriterij je formiranje zljezdanih oblika ili
acinusa, a u vecine i sekrecije mucina. Tumori koji nastaju u bronhalnim zljezdama
smjesteni su u vec¢im bronhima i ¢eS¢i su u osoba mlade Zivotne dobi. Vecina
adenokarcinoma je periferna i tu se obi¢no nalazi papilarni tip adenokarcinoma.

Adenokarcinom se Cesto proSiri na pleuru i limfnim putom metastazira prije nego
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8to je primarni tumor otkriven. Metastaziraju u mozak, jetru, nadbubrezne Zlijezde.
Bronhioloalveolarni karcinom nastaje iz terminalnih bronhiola i alveola. Moze biti

solitaran ili multicentri¢an, sa ili bez mucina (113).

1.1.6.3. Mikrocelularni karcinom

Oko 15% primarnih karcinoma pluéa €ini mikrocelularni karcinom. Povezan
je s pusSenjem najviSe od svih histolo$kih tipova (114). Graden je od vretenastih,
poligonalnih ili stanica poput zrna prosa. Stanice su veli¢ine 10-15 y, s malo
citoplazme i viSe hiperkromatskih jezgara. Uglavhom je lokaliziran centralno.
Pokazuje tipi¢na obiljeZja neuroendokrine diferencijacije: gusta granula u jezgri,
kromogranin A, neuron specificnu enolazu (NSE) i produkciju hormona i
neuropeptida (115). Rano se Siri limfogeno i hematogeno, te brzo stvara
regionalne i udaljene metastaze. Tumor je najCeSce prili€no rasiren u trenutku

otkrivanja (116).

1.1.6.4. Makrocelularni karcinom

Anaplasti¢ni karcinom velikih stanica javlja se u oko 7% sluCajeva.

Nediferenciran je pod svjetlosnim mikroskopom, nema podruje skvamoze,

dijagnoza se postavlja isklju€ivanjem ostalih tipova. U veéini sluCajeva nije

povezan s bronhima, zahvaéa plu¢ni parenhim i pleuru (117).
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1.1.7. Klini¢ka slika

Karcinom pluca uzrokuje simptome u prsnom kosu i na udaljenim mjestima
koji su posljedica Sirenja primarnog tumora, metastaza ili paraneoplasti¢kog
sindroma. Torakalni simptomi ovise o lokalizaciji tumora i o regionalnom S$irenju
tumora. Simptomi centralno smjestenog tumora jesu kasalj, stridor, torakalna bol,
hemoptizije, pneumonitis uzrokovan endobronhalnom ili kompresivnom
opstrukcijom. Periferni tumori uzrokuju bol, kasalj i dispneju. Veliki tumori se mogu
raspadati i imitirati plu¢ni apsces. Intratorakalno Sirenje karcinoma pluéa uzrokuje
viSe simptoma. Paraliza povratnog Zzivca uzrokuje promuklost. Kompresija
jednjaka uzrokuje disfagiju. Paraliza oSitnog zivca uzrokuje elevaciju dijafragme i
dispneju. Tumor u vrSku plu¢a daje karakteristiCnu klini¢ku sliku koja se naziva
Pancoastov sindrom. Tumor raste brzo, infiltrira visceralnu pleuru, prelazi na
torakalnu stijenku gdje destruira najéeSée prvo i drugo rebro, infiltrira brahijalni
pleksus i trunkus simpatikus. Klinicke manifestacije tih promjena jesu jaka bol u
ramenu, slabost ruke, parestezije i atrofija muskulature. Kada tumor zahvati
trunkus simpatikus razvija se Hornerov sindrom, koji se manifestira ptozom vjede,
miozom i enoftalmusom.

Sirenjem tumora u pleuru stvara se pleuralni izliev, u 60% slucajeva
adenokarcinoma i 35% slu€ajeva planocelularnog karcinoma. Pleuralni izljev
uzrokuje nedostatak zraka i bol u prsistu. Sindrom gornje Suplje vene posljedica je
tumora pluca koji se je proSirio u medijastinalne limfne ¢vorove i pritiS¢e gornju
Suplju venu. Perikardijalni izljev nastaje u oko 15% slucajeva tumora pluéa i

rezultira tamponadom srca, aritmijama i sréanom dekompenzacijom (118).
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Paraneoplastic¢ki sindrom dogada se u 7 do 15% slu€ajeva bolesnika s
karcinomom plucéa. To je skupina znakova i simptoma vezanih uz karcinom, koji se
deSavaju udaljeno od tumora ili njegovih metastaza. Posljedica su stvaranja
sistemskih &imbenika, kao §to su polipeptidni hormoni, protutijela, imuni
kompleksi, prostaglandini i citokini. Najée$c¢e su posljedica stvaranja polipeptidnih
hormona. Cushingov sindrom posljedica je ektopi¢nog lu¢enja ACTH. Posljedica
ektopinog lu€enja arginin vazopresina je sindrom neadekvatnog Iu€enja
antidiuretskog hormona. Javljaju se uglavnom kod mikrocelularnog karcinoma.
NeuroloSke manifestacije pojavljuju se u obliku neuromiopatija te miasteni¢nog
(Eaton-Lambert) sindroma. Hiperkalcemija kao paraneoplasti¢ki sindrom javlja se
uglavnhom kod planocelularnog karcinoma. Posljedica je poviSene aktivnosti
osteoklasta, koja je uzrokovana stvaranjem humoralnih medijatora od strane
samog tumora ili kao posljedica djelovanja prostaglandina E, vitamina D, TNF-q,
interleukina 1. Od sistemskih ¢imbenika uklju€eni su tumorski imbenici rasta alfa i

beta i paratireoidnom hormonu pridruzen protein (119, 120).

1.1.8. Dijagnostika karcinoma pluca

Dijagnoza karcinoma plu¢a obi¢no zapocinje promijenjenim radioloskim
nalazom u okviru rutinskih pretraga ili zbog odredenih tegoba. RadioloSka slika
karcinoma pluéa ovisi o njegovoj lokalizaciji, koja moze biti centralna, periferna ili
bronhioloalveolarna. Centralne lezije obi¢no ¢&ine distalnu opstrukciju. Svako
zasjenjenje koje ne prolazi za dva do tri tiedna odgovarajuceg lije€enja zahtijeva
daljnju obradu. Potpuno zasjenjenje plu¢a obi¢no je uzrokovano tumorom u

podru€ju karine ili glavnog bronha. Priblizno tre¢ina tumora prikazuje se kao
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periferna sjena. Sjene malignog karaktera obi¢no su vec¢e od 3 cm, imaju

nazubljene rubove i ne sadrze kalcifikate (121).

1.1.8.1. Fiberbronhoskopija

Fiberbronhoskopija je najvazniji postupak u dijagnostici centralnih
endobronhalnih tumora. Centralne lezije prikazuju se kao endobronhalne mase ili
kao submukozne ili peribronhijalne infiltrativne lezije. Takoder omogucuje
prikupljanje materijala za citolodku ili histolosku dijagnozu. Cetkanje bronha i
biopsija klijestima omogucuje i citoloSku i histoloSku analizu kod endobronhalnih

tumora u centralnim bronhima i do 85% slu€ajeva (122).

1.1.8.2. CitoloSka i histoloSka dijagnostika karcinoma pluc¢a

Citoloska analiza uzoraka dobivenih ¢etkanjem bronha znacajan je
dijagnosticki postupak, osobito u kombinaciji s biopsijom klijestima. NajviSe Koristi
u dijagnostici tumora koji se prikazuju kao infiltrativna ili stenoti¢na lezija.
Podudaranje s histolodkim nalazom varira od 58% do 82% (123).

Ispiranje bronha je pored Cetkanja bronha najéeS¢e koriStena metoda u
dijagnosticiranju karcinoma bronha. Obi¢no se provodi nakon biopsije klijestima i
Cetkanja bronha kako bi se sakupile odljustene stanice tumora ispiranjem s 30 do
50 ml fizioloSke otopine (0,9% NaCl) (124).

Bronhoalveolarna lavaza pretraga je koja je ranije koriStena iskljucivo u
dijagnostici intersticijalnih bolesti plu¢a, a danas se Koristi i u citoloSkoj dijagnostici

primarnih karcinoma pluca.
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Transbronhalna aspiracija iglom koristi se u dijagnostici submukoznih
promjena ili masa koje pritiS¢u lumen bronha izvana, te za dokazivanje prisutnosti
metastaza u limfnim ¢vorovima hilusa ili medijastinuma.

U citolo8koj i histoloskoj dijagnostici perifernih sjena koristi se
transtorakalna biopsija iglom pod kontrolom rentgena, CT-a ili ultrazvuka (125,

126, 127).

1.1.9. Stupnjevanje karcinoma pluc¢a

Stupnjevanije proSirenosti karcinoma plu¢a uklju€uje anatomsku proSirenost
bolesti (TNM). Pri tome se koriste standardne dijagnosticke metode u koje
pripadaju bronhoskopija, standardna radioloSka snimka torakalnih organa, CT
torakalnih organa. U odredivanju proSirenosti tumora u medijastinalne limfne
¢vorove dugo su se vremena koristili invazivni kirurSki postupci, ukljuujuci
medijastinoskopiju (128). Danas se koriste manje invazivne transbronhalne iglene
biopsije (engl. transbronchial needle aspiration, TBNA) limfnih &vorova
medijastinuma, koji su prethodno prikazani endobronhalnim ultrazvukom (engl.
endobronchial ultrasound, EBUS) i/ili PET-om (129, 130). Vazno je odrediti i
udaljene metastaze. Uobi¢ajene, konvencionalne, pretrage su UTZ, CT, PET i
scintigrafija kosti. Mnogo bolji rezultati postiZzu se integriranom primjenom PET/CT-
a, kada se kombiniranjem metaboli¢kih i anatomskih podataka ustanove, ostalim
pretragama nedostupne, ekstrapulmonalne metastaze, $to je od velike koristi u
odredivanju stadija karcinoma plu¢a (131). UspjeSno se koriste u ustanovljavanju
udaljenih metastaza karcinoma pluca, kao i uspjes$nosti lijecenja, tumorski markeri,

od kojih je u najSiroj upotrebi karcinoembrionalni antigen (engl. carcinoembryonic
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antigen, CEA) (132). Osim CEA vazan tumorski marker u prognozi raka pluc¢a je i
tkivni polipeptidni antigen (engl. tissue polypeptide antigen, TPA) (52).

U Tablici 3. prikazano je TNM stupnjevanje, a u Tablici 4. stadiji karcinoma
plu¢a prema TNM klasifikaciji (133).

TNM Klasifikacija korisna je u odluci o daljnjem lije€enju, uz histoloski nalaz
i procjenu opceg stanja bolesnika.

Okultni karcinom pluéa dijagnosticira se prisustvom malignih stanica u
sputumu ili bronhalnom sekretu, bez radioloskog ili bronhoskopskog nalaza. Kod
stadija | i Il tumor ne prelazi visceralnu pleuru i obi¢no je pogodan za kirurSku
resekciju. Kod stadija IlIA Siri se u okolne strukture, metastazira u ipsilateralne
limfne Evorove i ponekad je pogodan za kirurSku resekciju. KirurSka resekcija
samo rijetko je moguca u IlIB stadiju kada je tumor proSiren u kontralateralne
hilarne limfne ¢vorove i medijastinalne limfne ¢vorove. Stadij IV ukljuCuje udaljene
metastaze. Pravilno stupnjevanje od posebnog je znacdaja za bolesnike i s
nemikrocelularnim i s mikrocelularnim karcinomom plu¢a, zbog odluke o daljnjoj
terapiji kao i prognozi bolesti (134). Za klasifikaciju mikrocelularnog karcinoma u
uporabi je podjela na ograni€enu i proSirenu bolest. Kemoterapija je nesumnijivo
poCetna terapija gotovo svih bolesnika s mikrocelularnim karcinomom, no
uklju€ivanje drugih terapijskin mogucnosti, kao $to je radioterapija, rijetko kirurSka
terapija ili transplantacija koStane srzi, ovisi o0 prisutnosti ili odsutnosti
ekstratorakalnih metastaza. Kod nemikrocelularnog karcinoma stupnjevanje je od
posebne vaznosti buduci da o njemu ovisi odluka o kirurskoj terapiji (135).

U stupnjevanju karcinoma bronha od dijagnostic¢kih postupaka najvazniji je
CT toraksa. Pokazuje prosirenost primarnog tumora, povecanje regionalnih limfnih

¢vorova, kao i limfnih ¢vorova medijastinuma.
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Tablica 3. TNM stupnjevanje karcinoma pluéa

PRIMARNI TUMOR (T)
Tx maligne stanice u sputumu ili bronhalnom lavatu
TO bez evidentnog primarnog tumora

Tis karcinoma in situ

T1 manji od 3 cm, nije proksimalno od lobarnog bronha

T2 veci od 3 cm, ili u glavnom bronhu, najmanje 2 cm distalno od karine, ili
invazija visceralne pleure, ili atelektaza odnosno opstruktivni pneumonitis
koji ne zahvaca cijela plu¢a

T3 bilo koja veli€ina s invazijom torakalne stijenke, abdominalne dijafragme,
medijastinalne pleure, perikarda, ili tumor glavnog bronha, manje od 2 cm od
karine, ili atelektaza odnosno opstruktivni pneumonitis cijelih plu¢a

T4 bilo koja veli€¢ina s invazijom medijastinuma, srca, velikih krvnih Zila, traheje,
jednjaka, kraljeznice, karine,drugi tumor u istom lobusu, maligni pleuralni
izliev

REGIONALNI LIMFNI CVOROVI (N)

Nx ocjena nije moguca

NO nema metastaza

N1 peribronhijalne, hilarne iste strane, intrapulmonalne, uklju€ujuéi direktnu
invaziju tumora

N2 ipsilateralne medijastinalne, subkarinalne

N3 kontralateralne medijastinalne i hilarne , uz muskulus skalenus,

supraklavikularno

UDALJENE METASTAZE (M)

Mx ocjena nije moguca
MO nema metastaza

M1 udaljene metastaze ili drugi tumor u drugom lobusu
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Tablica 4. Stadiji karcinoma plu¢a prema TNM klasifikaciji

OKULTNI KARCINOM Tx NO MO
STADIJ 0 Tis NO MO
STADIJ IA T1 NO MO
STADIJ IB T2 NO MO
STADUJ IIA T1 N1 MO
STADWJ IIB T2 N1 MO
13 NO MO
STADUJ IIIA T1 N2 MO
T2 N2 MO
13 N1, N2 MO
STADUJ llIB bilo koji T N3 MO
T4 bilo koji N MO
STADWIJ IV bilo koji T bilo koji N M1

1.1.10.Lije€enje karcinoma pluc¢a

U lije€enju karcinoma pluéa presudno je utvrditi da li se radi o
nemikrocelularnom ili mikrocelularnom karcinomu. Kod nemikrocelularnog
karcinoma metoda izbora je operacija, dok je kod mikrocelularnog osnovno
lijeCenje kemoterapija. U kasnim fazama karcinoma pluc¢a, osobito kod opstrukcija
centralnih bronha, koristi se resekcija tumora laserom, elektrokauterizacija, argon

plazma koagulacija, metalni i silikonski stentovi.
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1.1.10.1. Kirursko lije€enje

Cilj radikalne operacije je odstraniti ¢itavo tumorsko tkivo i sve dostupne
limfne &vorove. Pri tome moze biti reseciran i dio torakalne stijenke, dijafragme i
osrcja. Operacija je indicirana kada je funkcionalno dozvoljena, tehnicki izvodljiva i
kada bolesnik na nju pristaje. Palijativha operacija, kod koje operater unaprijed
zna da nije moguce odstraniti €itavo tumorsko tkivo, iznimno je indicirana kod jakih
krvarenja iz tumora, septickog stanja zbog raspadanja tumorskog tkiva i jakih
bolova (136).

Resekcija jednog pluénog reznja najmaniji je zahvat koji se preporucuje.
Manje opsezne operacije, segmentektomija, klinasta resekcija, dozvoljene su
iznimno ukoliko lobektomija zbog funkcionalnih razloga nije izvodljiva.

Tumor je inoperabilan u sluaju N3 i T4 stadija bolesti, kao i u slu¢aju
pareze povratnog zivca, malignog pleuralnog i perikardijalnog izljeva, Pancoast
sindroma, sindroma gornje Suplje vene i udaljenih metastaza. I1znimka je solitarna,
operabilna metastaza u mozgu, gdje dolazi u obzir radikalna operacija u glavi
(137).

U malim inoperabilnim NSCLC koristi se perkutana, CT-om vodena,
radiofrekvencijska termalna ablacija (engl. radiofrequency thermal ablation, RFTA)

s vrlo dobrim rezultatima (138).

1.1.10.2. Radioterapija

Cilj zraCenja je devitalizirati tumor i regionalne metastaze, umanijiti

simptome koje tumor izaziva i produziti prezivljavanje. Prije terapije zratenjem
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nuzna je citoloSka potvrda tumora, osim kod sindroma gornje Suplie vene i
Pancoast tumora, kod kojih se zracenje provodi i bez citoloSke potvrde. Radikalno
zraCenje vrsi se najmanje s 5000 cGy kroz 5 tjedana u kontinuiranom rezimu ili
podijeljenoj dozi. Zradenje je indicirano u slu€aju dispneje, nadrazajnog kaslja,
hemoptizija, disfagije, sindroma gornje Suplje vene, jakih bolova. Postoperativno
zraCenje indicirano je kod neradikalne operacije. Prijeoperativno zracenje
indicirano je kod potencijalno operabilnih tumora u pluénom vrdku. Doza zraenja

je 3000 cGy kroz dva tjedna, a potom slijedi operacija za nekoliko tjedana (139).

1.1.10.3. Kemoterapija

Rutinski se kemoterapija provodi samo kod mikrocelularnog karcinoma, koji
je osjetljiv na kemoterapiju. U pravilu se koristi polikemoterapija. Provodi se svaka
3 do 4 tjedna, ukupno 4 do 6 ciklusa. U bolesnika s potpunom remisijom i
ograni¢enom bolesti moze se provesti profilakticko zracenje glave, koje smanjuje
rizik od metastaza mozga (140).

Kod nemikrocelularnog karcinoma kemoterapija je indicirana u slu€aju
karcinoze pleure i perikarda, lokalno ili sistemski, i u kombinaciji sa zratenjem
(118, 141). Obecavajuce rezultate daje kirursko lijecenje nakon kemoradioterapije

(142).

1.2. CITOKINI

Citokini su niskomolekularni glikoproteini koji posreduju djelovanje jedne

stanice na drugu. To su topljivi produkti limfoidnih i nelimfoidnih stanica koje
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sudjeluju u centralnoj i perifernoj regulaciji imunolo8kih reakcija, te reguliraju
stani¢ni rast i diferencijaciju u mnogim bioloSkim procesima, kako u fizioloSkim
tako i u patoloSkim uvjetima (143). Otkriveni su i prou€avani u pocetku samo u
imunoloSkom (prirodeni i ste€eni), i hematopoetskom sustavu, no ukljuéeni su u
mnoge procese u organizmu, uklju€ujuci i embrionalni razvoj. Luc€e ih limfociti T,
makrofagi, kao i fibroblasti, endotelne, epitelne i druge stanice (144). Neophodni
su u interakciji izmedu stanica uklju¢enih u imunoloski odgovor te sluze u
posredovanju i regulaciji upalnog odgovora. Kod prirodene imunosti, produkti
bakterija, kao $to je lipopolisaharid, direktno stimuliraju mononuklearne fagocite na
luéenje citokina (145). U ove spadaju proinflamatorni citokini, interferoni tip I,
aktivatori NK i T stanica i kemokini (146). Suprotno tome citokini T stanica,
medijatori steCene imunosti, nastaju prvenstveno kao odgovor na specifi€no
prepoznavanje antigena. Utje€u na aktivaciju, proliferaciju i diferencijaciju T i B
limfocita, kao i na efektorsku fazu specificnog imunoloskog odgovora.

Lucenje citokina je kratkotrajan, vremenski ograni¢en dogadaj, a njihova je
sinteza potaknuta aktiviranjem specificnih gena. Jedna stanica moze proizvoditi
viSe citokina. Vecinu citokina proizvodi viSe razli¢itih stanica. Za djelovanje mnogih
citokina svojstven je i pleiotropizam, $to znaci da jedan te isti citokin djeluje na
nekoliko vrsta stanica i ima viSe razli€itih uc€inaka. Citokini ¢esto imaju brojne
razliCite efekte na istu ciljnu stanicu. Neki efekti nastaju istovremeno, dok se drugi
zbivaju u razliC¢itom vremenskom periodu. Za citokine je KkarakteristiCna i
redundancija, §to znaci da isto djelovanje na istu stanicu moze imati nekoliko
citokina. To osigurava funkcionalnu raznovrsnost upalnog odgovora i imunolo$kog
sustava (147). Stoga se rijetko dogada da gubitak ili neutralizacija jednog citokina

znacajno djeluje na ukupnu funkciju bilo kojeg od tih dvaju sustava.
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Citokini €esto utje€u na sintezu drugih citokina, $to vodi u kaskadu, u kojoj
drugi ili treéi citokin posreduje bioloske efekte prvog citokina. Sposobnost jednog
citokina da poveca ili smaniji stvaranje drugog moze osigurati vazan pozitivan ili
negativan regulatorni mehanizam za imunosni ili upalni odgovor. Medusobno
djelovanje pojedinih citokina moze biti sinergisticko, moze dovesti do dodatnih
efekata, ili moze biti antagonisti¢ko (148).

Poput polipeptidnih hormona citokini zapocinju djelovanje vezuéi se na
specifiCni receptor na povrsini ciline stanice. Ciljna stanica moze biti ista stanica
koja lu€i citokin (autokrino djelovanje), susjedna stanica (parakrino djelovanje) ili
udaljena stanica koja je stimulirana putem citokina koji je izlu¢en u cirkulaciju
(endokrino djelovanije).

Receptori za citokine pokazuju vrlo visoki afinitet za njihove ligande. Vrlo
mala koli¢ina citokina potrebna je da potakne bioloSki efekt (149). lzrazavanije
citokinskih receptora regulirano je pomocéu specifiCnih signala. Signal moze biti
drugi citokin ili isti citokin koji se veZe na receptor.

Citokini se klasiéno svrstavaju u Cetiri glavne skupine: interleukini,
interferoni, citoksini i Cimbenici stimulacije kolonija. U novije vrijeme citokini se
svrstavaju u podskupine prema gradi i mehanizmu djelovanja njihovih receptora.
Tako se citokini dijele u nekoliko obitelji: IL-2 (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-12, IL-15),
obitelj IL-6 (IL-6, IL-11, i LIF), obitelj hematopoetina (GM-CSF, IL-3, IL-5,
eritropoetin), obitelj s receptorom poput imunoglobulina (IL-1, M-CSF), obitelj TNF
(TNF-alfa, TNF-beta, CD40OL, Fasl) i interferonska obitelj (svi interferoni) (150).
Ta podjela omogucuje bolje shvacanje pleiotropizma i redundancije u njihovom

djelovanju te defekata pri nedostatku sinteze pojedinih citokina. Do danas je
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otkriveno vie od 100 razli¢itih citokina. Citokini kao imunoregulacijski ¢imbenici

imaju vaznost u nadzoru rasta malignih tumora (151).

1.2.1. Cimbenik nekroze tumora (TNF)

Cimbenik nekroze tumora citokin je koji se javlia u domacina tijekom
akutnog upalnog odgovora. Citotoksi¢an je za neke tumorske stani¢ne linije in
vitro, a dovodi i do nekroze nekih tumora in vivo (152). Ovaj je fenomen opisan
krajem proslog stolje¢a kada je uoCeno da teSke infekcije mogu dovesti do
regresije nekih tumora $to je kasnije pripisano otpustanju citotoksi€nih citokina
tijekom infekcije (153). TNF-a kahektin i TNF-B limfotoksin strukturno su i funkcijski
homologni proteini. TNF-a uglavnom stvaraju stanice monocitno makrofagne linije,
NK stanice i T stanice (154). Djeluje u lokalnoj upali i aktivaciji endotela, a
posjeduje i snazno citotoksi¢no djelovanje. TNF-B uglavnom stvaraju T i B limfociti
(155). Sudjeluje u ubijanju stanica i aktivaciji endotela. Homologija u
aminokiselinskoj gradi izmedu TNF alfa i beta je oko 30%, ali se oba proteina vezu
na iste receptore TNF-R55 i TNF-R75 i opcenito poticu sli€ne bioloSke odgovore
(9). TNF-R55 i TNF-R75 sliéni su u ekstracelularnim regijama, gdje oba sadrze
karakteristi¢ni 6-cisteinski slijed, dok je u citoplazmatskoj regiji slijed razli¢it $to
ukazuje na razlicite nacine signaliziranja i funkcije (156). Brojne studije s
protutijelima protiv TNF-55 receptora dokazuju da je TNF-R55 receptor vazan za
vecinu pleiotropnih aktivnosti TNF-a, uklju€ujuéi citotoksi¢nost, proliferaciju
fibroblasta, rezistenciju na klamidije, sintezu prostaglandina E2, protuvirusnu

aktivnost i indukciju dizmutaze magnezijevog superoksida (157).
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TNF-a se najvide luci lipopolisaharidima stimuliranim makrofagima (158) i
uzrokuje nekrozu tumora in vivo injiciran u tumor misa i od tuda mu potje€e naziv.
Eksperimentalno TNF-a uzrokuje citolizu ili citostazu u nekih transformiranih
stanica te tako djeluje sinergisticki s gama interferenom u citotoksi¢nosti.
Molekularna tezina TNF-a je 17 kD. Specifican je za vrstu. TNF-a produciraju
mnoge razli¢ite stanice. Glavni izvor in vivo su stimulirani monociti, fibroblasti i
endotelne stanice. TNF-a proizvode i stimulirani makrofagi, T stanice, B limfociti,
granulociti, glatke misi¢ne stanice, eozinofili, hondrociti, osteoblasti, mastociti, glija
stanice, keratinociti. Stanice glioblastoma takoder produciraju TNF-a, a ovaj se
¢imbenik moZe naci i u cerebrospinalnom likvoru (159). Maj¢ino mlijeko takoder
sadrzi TNF-a (160).

FizioloSki stimulusi za sintezu TNF-a su IL-1, bakterijski endotoksini,
¢imbenik rasta trombocita (PDGF), onkostatin M. U fibroblastima sinteza TNF-a je
stimulirana s IFN-B, TNF-a, PDGF i virusnim infekcijama. TNF-a moze stimulirati
ili inhibirati svoju vlastitu sintezu, ovisno o tipu stanica. U epitelnim, endotelnim i
fibroblastima sekrecija TNF-a je inducirana s IL-17 (161).

TNF-a je protein od 185 aminokiselina glikoziliran na pozicijama 73 i 172
(Slika 2.). On se sintetizira iz prekursora (inaktivnhog) proteina od 212

aminokiselina.
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Slika 2. TNF-a protein

TNF-a konvertirajuéi enzim (TACE) uzrokuje cijepanje TNF-a te se stvara
bioaktivni solubilni TNF-a. Izlu€eni proteini postoje kao multimeri od dva, tri ili pet
nekovalentnih povezanih jedinica, a u nereduciranim uvjetima su jednostruka 17-
kDa pruga u SDS-PAGE elektroforezi. Monociti imaju najmanje pet razli¢itih
molekularnih formi TNF-a s molekularnim masama od 21,5 do 28 kDa. Oni se
uglavnom razlikuju prema post-translacijskim izmjenama kao $to je glikozilacija i
fosforilacija. TNF-a je sasvim usko povezan s 25-kDa proteinom TNF-3
(limfotoksin), s oko 30% jednake sekvence aminokiselina i dijele jednake
receptore i stani€ne aktivnosti. TNF-a sudjeluje u vaznim funkcijama homeostaze i
patofiziologije.

TNF-a sudjeluje u kompleksnim bioloskim dogadanjima u najmanje 29
Clanova familije razli¢itih receptora cCimbenika nekroze tumora (TNFR). U

fizioloSkim homeostatskim uvjetima bioloske funkcije ove familije citokina
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obuhvacaju korisne i protektivne uloge u prirodenoj imunosti i hematopoezi i imaju
presudnu ulogu u organogenezi. Clanovi TNF familije su takoder ukljudeni u
mehanizme signaliziranja u stani¢noj proliferaciji, preZivljavanju i apoptozi (162).

TNF-a razli¢it je od drugih citokina po tome Sto ukoliko se otpusta,
sistemski moze izazvati velika oStecenja, Sok pa i smrt. Citotoksi¢an je za mnoge
tumore, djeluje kao Cimbenik rasta za fibroblaste i stvara sistemske efekte kao sto
su vrucica i kaheksija (163). TNF-a identi¢an je kahektinu, peptidu poznatom po
sposobnosti da poti€e vruéicu i gubitak tezine. Bioloski efekti TNF-a in vivo
kombinacija su neposrednih uc€inaka na ciljne stanice, koji povisuju specificne TNF
receptore i posrednih ucinaka koji su posljedica djelovanja citokina i upalnih
medijatora potaknutih TNF-om (164).

TNF-a djeluje sinergisticki s IL-1 u stvaranju lokalne upale. Razina TNF-a
raste brzo u serumu nakon stimulacije s lipopolisaharidom (LPS). TNF-a posreduje
u nastanku lokalne upale preko mehanizama koji utjeCu i na celularnu i na
vaskularnu komponentu upale. Aktivira neutrofile, limfocite i monocite. Djeluje na
endotelne stanice povecavajuci lokalni protok krvi i vaskularnu permeabilnost i
potiCe prokoagulantnu aktivnost. Uzrokuje hemoragi¢nu nekrozu tumorskih
stanica, kao i okolnog tkiva (Shwartzman-ova reakcija) (165).

In vivo, davanje bakterijskog lipopolisaharida dovodi do visoke razine
produkcije TNF-a u zivotinjskim modelima i stvaranja mnogo zajednickih okolnosti
kao i septiCkom Soku sa snaznim proupalnim reakcijama. Visoka razina TNF-a je
takoder uocena u ljudima koji su primili bakterijski endotoksin. Ova in vitro i in vivo
ispitivanja pokazuju da visoka razina TNF-a dovodi do egzacerbacija upalnih i

prooksidativnih reakcija, koje su vazne u patogenezi mnogih bolesti.
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Teske lokalne upale Cesto su praéene promjenama tkiva koje se sastoje u
angiogenezi i fibrozi (27). TNF-a poti€e rast novih krvnih Zila kod povreda i upala
(166).

Direktni antitumorski mehanizmi TNF-a postizu se neposrednim ostecenjem
DNA, aktivacijom fosfolipaze, sto moze rezultirati stvaranjem slobodnih radikala
kisika i aktivacijom proteaza.

Brojni agensi inhibiraju stvaranje ili djelovanje TNF-a (167). Inhibitori
fosfodiesteraze mogu smanijiti stvaranje TNF-a, zatim kortikosteroidi te IL-10 ili
inhibitori metaloproteaze, enzima kljuénog u nastanku TNF-a. Kao antagonisti veé
stvorenog TNF-a djeluju humani solubilni TNF receptori, koji oponasaju inhibitorne
ucinke fizioloskih solubilnih TNF receptora, ili protutijela na TNF-a receptore (168).
U klini¢koj uporabi su infliximab, etanercept i adalimumab, koji se najviSe koriste u
lije€enju reumatoidnog artritisa (RA) (167). Bolesnici koji su primali te bioloSke
lijekove Cesdce su kao komplikaciju lijeCenja imali teSke infekcije i povecéani rizik od
malignoma (169). UoCeno je da u bolesnika, koji su lijeCeni s anti-TNF
protutijelima, dolazi do reaktivacije latentnog melanoma (170). U bolesnika s
reumatoidnim artritisom koji su primali infliximab ¢esc¢i su bili limfomi u odnosu na
placebo, ali su limfomi u nekim ispitivanjima inace ucestaliji u bolesnika s RA (171,

172).

1.2.1.1. TNF-a i plu¢a

Alveolarni makrofazi najvazniji su izvor TNF-a u plu¢ima. Najvazniji poticaj

za produkciju TNF-a od strane alveolarnih makrofaga (AM) je endotoksin (173).

Interferon gama takoder moZe biti vazan endogeni medijator u poticanju

43



otpustanja TNF-a. TNF-a u plu¢ima aktivira makrofage povecavajuéi njihovu
citotoksi¢nu aktivnost, time §to otpustaju lipidne modulatore upale, kao $to je
prostaglandin E2 i pojacava upalni odgovor sudjelovanjem citokina kao $to je IL-1
(174). PGE2 potice i mnoge druge funkcije alveolarnin makrofaga, kao
tumoroubilacko djelovanje, fagocitozu, oslobadanje medijatora. PGE2 inhibira
oslobadanje mnogih citokina iz AM, medu njima i TNF-a i tako djeluje protuupalno,
ali i potiCe ekspresiju protuupalnog citokina IL-10 (175). TNF-a moze povecati
protok krvi otpustanjem vazodilatatora iz endotelnih stanica, kao $to su
prostaglandini i nitricni oksidi koji relaksiraju glatke misi¢e krvnih Zila. Uzrokuje
prokoagulantnu aktivnost &§to mozZe doprinijeti mikrovaskularnoj trombozi
primije¢enoj tijekom upale. TNF-a potiCe fibroblaste na otpustanje kemotakti¢nih
citokina kao Sto su IL-8 i monocitni kemotakti¢ni protein. IL-2 takoder inducira
otpustanje  TNF-a u humanim perifernim monocitima kao i alveolarnim
makrofagima (176). TNF-a mjeren u BAL-u uvijek je proizvod alveolarnih
makrofaga, dok su limfociti u plu¢éima glavni izvor TNF-B. Endotel i glatke miSiéne
stanice krvnih Zila plu¢a takoder proizvode TNF-a (177).

Pod fizioloSkim uvjetima neutrofili nisu nazoc¢ni u sluznici bronha ili
alveolarnom parenhimu u znacajnijem broju. Njihov broj poveéava se tijekom
bronhitisa ili pneumonitisa. TNF-a regulira funkciju neutrofila i lizozomalnih
enzima. Limfociti jesu prisutni u sluznici bronha u fiziolokim uvjetima. Tijekom
upalnog procesa u bronhalnoj sluznici i alveolarnom parenhimu njihov broj raste
brzo i oni izrazavaju TNF receptore. TNF-a djeluje kao komitogen i povisuje
proliferaciju T stanica, kao odgovor na mitogene, antigene i IL-2. TNF-a takoder

doprinosi  proliferativnom odgovoru B stanica i povecava proizvodnju
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imunoglobulina. Takoder povecava i aktivnhost NK stanica i limfokinima aktiviranu

ubilacku stani€nu aktivnost (8).

1.2.1.2. TNF-a i ostale bolesti

TNF-a, kao proinflamatorni i prooksidativni citokin, sudjeluje u patogenezi i
komplikacijama mnogih bolesti. Zbog snaznog proupalnog djelovanja TNF-a ima
svoje vazno mjesto u septiCkom Soku (178). Mijenjajuci aktivnost CD4+ i CD8+ T
stanica djeluje apoptotiCki protiv alogeni¢nih mikrovaskularnih endotelnih stanica.
U teSkoj sepsi i septiCkom Soku NK stanice izluCuju TNF-a koji dovodi do
funkcionalne inaktivacije i apoptoze NK stanica (8). Tako, aktivirane NK stanice
produciraju TNF-a, a TNF-a mozda kontrolira NK stanice u tumorskoj inicijaciji,
rastu i metastaziranju. Postoji hipoteza da TNF-a koji potjece iz NK stanica potice
funkcionalnu inaktivaciju i apoptozu NK stanica.

U akutnom respiracijskom distres sindromu (engl. acute respiratory distress
syndrome, ARDS) TNF-a ima proupalno djelovanje i njegova razina je znacajno
pove¢ana u BAL-u (179, 180). PoviSena razina TNF-a moZe sudjelovati u
nastanku ARDS-a. U teSkom akutnom respiracijskom sindromu (engl. severe
acute respiratory syndrome, SARS) TNF-a je bio viSi u serumu bolesnika koji su
umrli od SARS-a u odnosu na preziviele (181). Smatra se da C-reaktivni protein
(engl. C-reactive protein, CRP) i TNF-a mogu biti prognosti¢ki ¢imbenici u SARS-
u. U sistemskom upalnom sindromu (engl. systemic inflammatory response
syndrome, SIRS) i jo$ kliniCki tezem sindromu multiplog organskog popustanja
(engl. multiple organ dysfunction syndrome, MODS), hemofiltracija smanjuje

koncentraciju TNF-a u plazmi, na taj nacdin smanjuje upalu i poboljSava
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prezivljavanje u SIRS-u i MODS-u (182). TNF-a ekspresija u imunosnim
stanicama BAL-a je povecana u progresiji idiopatske plu¢ne fibroze tj. obi¢ne
intersticijske upale plu¢a (engl. idiopathic pulmonary fibrosis, IFP; usual interstitial
pneumonia, UIP) (183).

Izmedu ostalih citokina i TNF-a moze kod transfuzije koncentriranih
eritrocita dovesti do sistemske upalne reakcije, kao i akutne transfuzijske reakcije
(184).

Solubilni TNF-a je povisen u autoimunom tireoiditisu jer patoloski tireociti
produciraju viSe TNF-a nego zdrave stanice posredno preko povecane aktivnosti
protein kinaze C (engl. protein kinase C, pKC) (185).

TNF-a kao proupalni citokin sudjeluje u neoangiogenezi u reumatoidnom
artritisu i to parakrinom regulacijom angiogeneze izmedu endotelnih stanica i
sinoviocita (186, 187). Razina TNF-a u serumu pokazuje aktivnhost reumatoidnog
artritisa i odgovor na terapiju (188).

Sarkoidoza je multisistemska granulomatozna bolest povezana sa Sirenjem
i aktivacijom CD4+ T limfocita i makrofaga. TNF-a ima vaznu ulogu u stvaranju
granuloma. TNF-a se statistiCki zna¢ajno vise stvara u alveolarnim makrofazima u
aktivnoj sarkoidozi i TNF-a mozZe odrediti fenotip stanica BAL-a u sarkoidozi (189).
U drugom istraZzivanju nije nadeno spontano oslobadanje TNF-a iz alveolarnih
makrofaga u aktivnoj sarkoidozi, iako je dos$lo do aktivacije TLy i oslobadanja IL-2
(190). TNF-a je vazan u zapoc€injanju upale u sarkoidozi, u stvaranju granuloma i u
progresiji fibroze (neki to ne potvrduju), kao i u negranulomskoj upali (191).
Kortikosteroidi blokiraju oslobadanje TNF-a iz stanica. Poznato je da alveolarni
makrofagi lu¢e dva solubilna TNF receptora (engl. soluble TNF receptor, sTNFR),

koji blokiraju TNF-a (192). To je je vazno za patogenezu sarkoidoze i za
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postojanje eventualnih kontraregulatora TNF-a. Snizeni TNF-a iz alveolarnih
makrofaga u BAL-u je lo§ prognostiCki Cimbenik za plu¢nu sarkoidozu, Sto je
posebno vazno za one bolesnike koji nemaju indikaciju za lijecenje kod
postavljanja dijagnoze (193). TNF-a najvjerojatnije nema utjecaja na razvoj fibroze
u sarkoidozi (190). T limfociti imaju jaku antiproliferativhu aktivnost u sarkoidoznim
granulomima i u perifernoj krvi, ali ipak potpuno ne inhibiraju stvaranje TNF-a.
Periferni T limfociti imaju snaznu antiproliferativnu aktivnost, koja moze biti
odgovorna za stanje anergije (194).

U monocitima periferne krvi u bolesnika s tvrdokornom astmom povec¢ana
je ekspresija za membranu vezanog TNF-a, TNF-a receptora 1 i TNF-a
konvertiraju¢eg enzima. Ti rezultati govore u prilog povec¢anju TNF-a osovine, a
samim time i ucinkovitosti antagonista TNF-a (195).

TNF-a je istrazivan i u pleuralnim izljevima. Utvrdeno je da se najviSe javlja
u izlievima uzrokovanim tuberkulozom, ali buduéi da je u samo 46% od svih
tuberkuloznih bolesnika s pleuralnim izlievom nadena poviSena razina TNF-a, ne
moze se smatrati ,dijagnosti¢kim citokinom*® (196).

Patogeneza Wegenerove granulomatoze uklju€uje TNF-a. PoviSena razina
TNF-a u plazmi korelira s aktivnim glomerulonefritisom. Jaka in situ TNF-a
ekspresija je prisutna u infiltrirajuéim mononuklearnim stanicama i u epitelnim
stanicama Bowmanove ¢ahure u aktivnim lezijama bubrega (197).

Nije nadena povezanost esencijalne arterijske hipertenzije i razine TNF-a
(198). Utvrdena je povezanost specificnog genskog polimorfizma i multiple
skleroze (10).

U istrazivanjima TNF-a u malignim tumorima dobiveni su razli€iti rezultati.

Maligne stanice stvaraju proinflamatorne citokine (IL-1, IL-6, TNF-a), koji dovode
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do akutne upale (porast CRP), a ona povec¢ava bazalni metabolizam, §to rezultira
gubitkom tjelesne mase (163). U istrazivanju imunosupresije u odnosu na TNF-a u
karcinomima plu¢a i dojke, utvrdeno je da je imunosupresija u karcinomu dojke

jaCe izrazena, a da je u karcinomima plu¢a TNF-a bio tek neznatno smanjen (11).

1.3. POLIMORFIZMI GENA

Polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphisms,
SNP) predstavlja naj¢es¢i oblik varijacije u odsjeCku DNA i javlja se jednom na
svakih 1000 baza (199). Neko se mjesto smatra polimorfnim ukoliko postoje
najmanje dvije inacice, a ucestalost najmanje zastupliene inacice iznosi 1% ili
vise. SNP-ovi predstavljaju potencijalino ogromno podrucje za pronalazenje
genskih razli¢itosti koje bi mogle biti vezane za razumijevanje procesa u razvoju
bolesti, te uloge i funkcije gena koji su uklju€eni u razvoj bolesti. Procjenjuje se da
se na svakih 1000 baza unutar kromosoma Covjeka jedan polozaj nukleotida
razlikuje od bilo koje druge dvije kopije tog istog kromosoma. Odredeni polozaj
nukleotida smatra se polimorfnim ukoliko postoji u najmanje dvije inacice, a pri
tome je ucestalost alela najc¢e$ée inaice manja od 99%. Polimorfizam jednog
nukleotida predstavlja najéesci oblik varijacije u odsjeCku DNA (200). Nadeno je
da SNP-ovi predstavljaju 90% svih polimorfizama. Da bismo razliku u jednom
nukleotidu nazvali SNP-om, najmanje zastupljen alel mora biti prisutan u najmanje
1% ispitivane populacije. No, u praksi se pojam SNP rabi puno Sire od navedene
definicije. Do danas je otkriveno 1,8 milijuna SNP-ova te pohranjeno u baze
podataka dostupne javnosti. NajviSe paznje pobuduju SNP-ovi koji mijenjaju

funkciju ili izrazaj gena. Pretpostavlja se da broj takvih SNP-ova u genomu
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Covjeka iznosi 50 000-250 000. Taj broj predstavlja samo mali postotak od
ukupnog broja SNP-ova od kojih vec¢ina ne mijenja fenotip. 70% SNP-a ima
frekvenciju u populaciji manju od 5%, tako da ih nazivamo rijetkim SNP-om.
Pojavnost SNP-ova na razini kromosoma je relativno stalna kroz cijeli genom
izuzev8i spolne kromosome gdje je pojavnost mnogo manja u odnosu na
autosome. Ipak, postoje razlike u gusto¢i SNP-ova izmedu specifi¢nih podrucja na
svakom kromosomu, pa ¢ak i unutar pojedinih gena (201). S obzirom na visoku
uCestalost u genomu, za pretpostaviti je da bi SNP-ovi mogli biti usko povezani s
odredenim bolestima. Povezanost odredenih, naslijedenih inaica gena i razvoja
bolesti predmet je moderne medicinske genetike. Ukoliko odredena inacica gena
rezultira razvojem bolesti u promatranom vremenskom periodu, kazemo da je ta
inacica visoko prodorna. Ako je zastupljenost inacice u populaciji mala (manje od
1%), onda se to naziva mutacijom, dok se zastupljenost inacice iznad 1% naziva
SNP-om. U skladu s prihvacenom praksom ¢&esto se koristi pojam SNP S$ire od
navedene definicije, $to konkretno znaci da upotreba pojmova mutacija i SNP nije
strogo razgrani¢ena.

Osim promjene samo jednog nukleotida (SNP) polimorfizam ukljuCuje i
deleciju manjeg ili vecéeg dijela sekvencije DNA, umetanje odredenog broja
nukleotida ili pak ponavljanja di-, tri- ili oligonukleotida razli¢it broj puta, a koji
varira medu pojedincima.

Polimorfizam za posljedicu moze imati zamjenu jedne aminokiseline
drugom ili delecije nekoliko njih. Na razini DNA polimorfizmi su posljedica
toCkastih mutacija (substitucija) ili fenomena DNA preuredenja (insercija, delecija i

inverzija). Polimorfizmi se mogu detektirati elektroforezom ili analizom DNA.

49



Pretpostavlja se da ¢e u bliskoj buduénosti biti moguée odrediti gensku
osnovu slozenih bolesti kao §to su karcinom, krvozilne bolesti, autoimune bolesti i
psihi¢ke bolesti. Broj otkrivenih polimorfizama koji imaju ulogu u razvoju bolesti
gotovo eksponencijalno raste iz dana u dan. Takoder raste i broj polimorfizama
bitnih kod odgovora na lijekove (202, 203). Sva ta otkrica dovode do novog
pristupa lijeCenju, ali i sprijeCavanja bolesti, koje ¢e biti vise individualizirano i time

uc€inkovitije i sigurnije.

1.3.1. Polimorfizam gena TNF-a u pojedinim humanim bolestima

Do sada je utvrdeno viSe DNA varijanti ili SNP-ova unutar TNF

promotorske regije. TNF gen se nalazi u treéem razredu HLA regije na

kromosomu 6p (Slika 3.).
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Slika 3. Genska mapa HLA regije kromosoma 6p
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Ucinjen je veliki broj znanstvenih ispitivanja polimorfizma TNF-a u razli¢itim
bolestima (204). Najvise su ispitivani polimorfizmi TNF-a-308 i TNF-a-238.
Ispitivana je podloZnost pojedinoj bolesti, kao i kliniCka tezina bolesti, povezane s
navedenim polimorfizmima. Rezultati pojedinih ispitivanja se razlikuju u incidenciji
javljanja, kao i u tezini bolesti. Zbog razli€itih rezultata pojedinih ispitivanja u istih
bolesti u nastajanju i klinickom tijeku nastala je hipoteza da polimorfizmi gena
TNF-a nisu povezani s aktivnosti nijedne pojedine bolesti, ve¢ s podloznosti da se
razviju odredeni uvjeti za nastanak bolesti (204).

Smatra se da funkcijski polimorfizmi gena utje€u na patogenezu pojedinih
bolesti (201).

Do sada nije utvrden niti jedan genetski ¢imbenik rizika, osim homozigoteta
a-1 antitripsin gena, za KOPB (205, 39). Radeno je vise istrazivanja kojima je bio
cilj utvrditi povezanost polimorfizama TNF-a-308 i TNF-a-238 i KOPB-a. Uvijek se
u takvim istraZivanjima uzima u obzir ¢imbenik pu$enja jer samo maniji broj
pusaca oboli od KOPB-a. Uzimanjem u obzir navedene funkcijske polimorfizme,
kontrolnu skupinu, etni¢ke skupine, nije nadena podloznost za KOPB u kavkaskoj
populaciji (206). U drugom istrazivanju pod istim uvjetima utvrdeno je da u azijskoj
populaciji postoji povezanost polimorfizma TNF-a-308 i podloznosti i progresije
KOPB-a, dok to nije nadeno u kavkaskoj populaciji (207, 208). Istrazivanjem
polimorfizma TNF-a-308 u Han populaciji u Kini nije nadena znacajna razlika u
frekvenciji genotipova i alela izmedu bolesnika s KOPB-om i kontrolne skupine
(16). Isti polimorfizam je ispitivan u Tajlandu i nije nadena povezanost s
nastankom KOPB-a u pusaca (15).

Opstruktivni sindrom prekida disanja tijekom spavanja (engl. obstructive

sleep apnoea syndrome, OSAS) ispitivan je u jednom navratu u odnosu prema
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polimorfizmu TNF-a-308 (209). Utvrdena je znacajna povezanost TNF-a-308 A
alela sa OSAS-om, §to upuéuje da bi proces upale mogao sudjelovati u
patogenezi ove bolesti. Ispitanici su pripadali kavkaskoj populaciji.

Ispitivan je TNF-a-308 polimorfizam u refluksnoj nefropatiji i utvrdeno je da
bolesnici s AA genotipom imaju vecu podloznost za refluksnu nefropatiju, dok
povezanost s aktivnosti bolesti nije nadena (17).

Klinicka i molekularna ispitivanja utvrdila su da je TNF-a klju¢ni medijator u
nastajanju i propagaciji Kronove bolesti. Utvrdena je poviSena razina TNF-a m-
RNA i proteina u upaljenoj i normalnoj sluznici crijeva, kao i u serumu bolesnika s
Kronovom bolesti. Ispitivanjem polimorfizama TNF-a-308 i TNF-a-238 nije nadena
znaCajna povezanost tih polimorfizama i Kronove bolesti u Newfoundland
populaciji (210). U populaciji bijelaca nadena je statistiCki znaCajna povezanost
TNF-a-308 polimorfizma i ulceroznog kolitisa. Novije istraZivanje pokazuje da
TNF-a-308 polimorfizam je povezan s povec¢anim stvaranjem TNF-a i poveéanim
rizikom za podloZznost artritisu u bolesnika s Kronovom bolesti s razvijenim
fistulama (211).

U turskoj populaciji istrazivani su polimorfizmi TNF-a-308 i TNF-a-238 u
bolesnika s Behget-ovom bolesti i nije nadena povezanost navedenih
polimorfizama s nastankom i tezinom Behget-ove bolesti (13).

TNF-a ima vaznu ulogu u patogenezi reumatoidnog artritisa, a anti-TNF-a
terapija zna€ajno smanijuje tezinu bolesti. TNF-a snazno utje€e na upalni odgovor
i najvazniji je imunoregulator u RA. Ispitivani su polimorfizmi TNF-a na pozicijama
-308 i -238 u Poljaka (91 bolesnik). Navedeni polimorfizmi nisu genetski ¢imbenici

rizika za podloznost i klini¢ki tijek RA (12).

52



TNF-a je najvazniji citokin u upalnom procesu ateroskleroze. On djeluje na
metabolizam lipida, rezistenciju na inzulin, funkciju endotela i na taj nacin
uCestvuje u koronarnoj bolesti srca. Ispitivana je mediteranska populacija, koja
manje oboljeva od koronarne bolesti u odnosu prema ostaloj europskoj kavkaskoj
populaciji. Misli se da je uzrok tome nacin zivota i ishrane na Mediteranu. Ovim je
istraZzivanjem potvrdeno da polimorfizam TNF-a-308 utjeCe na povecani rizik
oboljevanja od koronarne bolesti posebno u bolesnika s dijabetesom tipa 2 u zena
(14).

Ispitivan je polimorfizam TNF-a-308 u bolesnika s ARDS-om u kavkaskoj
populaciji. Nadena je povezanost izmedu -308 A alela i smrtnosti u ARDS-u,
posebno u mladih bolesnika. Povezanost -308 GA polimorfizma i razvoja ARDS-a
je heterogena i vjerojatno ovisi 0 noksi koja je prethodila razvoju ARDS-a (212).

Ispitivanja polimorfizama TNF-a-308 u bolesnika sa sistemskim lupusom
eritematodesom (SLE) utvrdila su da polimorfizam TNF-a-308 GA moze doprinijeti
podloznosti za SLE, posebno u europskoj populaciji, ali ne u azijskoj i africkoj
(213).

Nadeno je da je A alel TNF-a-238 polimorfizma znacajno poveéan u
sistemskoj sklerozi (p=0,03) i da doprinosi nastanku bolesti (214).

Uradeno je jo§ mnogo ispitivanja na drugim bolestima i stanjima i rezultati

su dosta heterogeni s time da vrlo €esto ovise o etni¢koj skupini koja se istrazuje.

1.3.2. Polimorfizmi gena TNF-a u malignim bolestima

Polimorfizmi TNF-a-308 i TNF-a-238 su ispitivani i u pojedinim malignim

tumorima Covjeka. Rezultati ispitivanja pokazuju predisponirajucu ili protektivnu
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ulogu navedenih polimorfizama u odnosu na zdravu populaciju (215). Razna
ispitivanja pokazuju razli¢ite rezultate u istim tumorima. Osim $to je uo€eno da
polimorfizmi TNF-a-308 i TNF-a-238 predstavljaju rizik za oboljevanje od
pojedinog tumora, imaju protektivnu ulogu ili nije ustanovljena statisticki zna¢ajna
razlika u odnosu na zdravu populaciju, takoder je primijeceno da se rezultati
ispitivanja razlikuju u odnosu prema pripadnosti pojedinoj rasi, narodu ili skupini
naroda.

U kavkaskoj populaciji ispitivani su bolesnici s malignim melanomom.
Utvrdeno je da su polimorfizmi TNF-a-308 i TNF-a-238 ukljuéeni u mehanizme
progresije malignog melanoma (216).

Prvo istrazivanje u tajvanskoj populaciji utvrdilo je da polimorfizmi TNF-a-
308 i TNF-a-238 predstavljaju rizik oboljevanja od skvamoznog karcinoma usta
(217).

Ispitivani su bolesnici iz Koreje koji boluju od karcinoma mokra¢nog
mjehura. Ustanovljeno je da je TNF-a-308 GA genotip ima znacajno djelovanje na
produkciju TNF-a, koji je vid§i u serumu bolesnika koji boluju od karcinoma
mokraénog mjehura u odnosu na zdravu populaciju. Takoder, razina TNF-a raste
sa stupnjem tumora pa se smatra da sam tumor izluCuje TNF-a jer GA
polimorfizam moze biti povezan sa statisti¢ki zna¢ajnim rastom transkripcije gena
(218). Sli¢ni rezultati su dobiveni i u kavkaskoj populaciji (219).

Polimorfizmi TNF-a-308 i TNF-a-238 su ispitivani u karcinomu dojke i
nadeno je da nemaju utjecaja na razvoj raka dojke u Sjevernoj Europi, osim §to je
-308 polimorfizam povezan s vaskularnim prodorom tumora dojke (220). Isti
polimorfizmi ispitivani su u bolesnica s visokim rizikom od raka dojke, a

eventualna povezanost s preZivljavanjem u njih nije nadena (221). Istrazivanjem
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polimorfizma TNF-a-308 u karcinoma dojke u engleskoj populaciji nije utvrdena
podloznost niti prognoza za tu bolest (222).

ViSe istrazivanja je radeno s polimorfizmima TNF-a u karcinomu Zzeluca.
Polimorfizmi TNF-a-308 i TNF-a-238 ne predstavljaju rizik za nastanak karcinoma
Zeluca u Meksikanaca i Tajvanaca (223, 224). U istrazivanju portugalske
populacije nadeno je da TNF-a-308 A alel povecava rizik za nastanak raka Zeluca,
kao i neki genotipovi TNF-a, §to govori da proinflamatorni polimorfizam TNF-a
povecava rizik za rak Zeluca (225). U istrazivanju istih polimorfizama u karcinomu
Zeluca u Koreji nije nadena povezanost tih polimorfizama i Zelu€ane
karcinogeneze (226). Ispitivan je polimorfizam TNF-a-308 u karcinomu Zeluca u
dvije talijanske regije u kojima postoji znaCajna razlika u prevalenciji tog
malignoma. Utvrdeno je da polimorfizam TNF-a-308 nije u vezi s poveéanim
rizikom od raka zeluca (227). Poznato je da je Helicobacter pylori karcinogen za
adenokarcinom Zeluca. Ispitivanjem polimorfizma TNF-a-308 u kineskoj populaciji
nije nadena znacajna povezanost s Helicobacter pylori infekcijom u bolesnika s
rakom Zeluca (228).

TNF-a-238 polimorfizam nije u vezi s razvojem karcinoma jednjaka (229).

Ispitivanjem karcinoma bubrega u turskoj populaciji nadeno je da TNF-a-
308 GG genotip ima predisponiraju¢u ulogu u razvoju karcinoma bubrega, dok
TNF-a-308 GA genotip ima protektivhu ulogu (230).

Ispitivani su polimorfizmi TNF-a-308 i TNF-a-238 u displaziji vrata
maternice. Uoceno je da TNF-a-308 polimorfizam utje€e na podloznost za
cervikalnu displaziju, dok TNF-a polimorfizam na poziciji -238 se ne razlikuje u
bolesnika i kontrolne skupine (231). Ispitivanjem karcinoma vrata maternice u

dvije etnicke skupine u Juzno Afri¢koj Republici u odnosu na polimorfizam TNF-a-
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308, nije nadeno znacajnih razlika. Kada su se rezultati usporedili s rezultatima
istih ispitivanja u kontrolnim skupinama u ostalim krajevima svijeta uo¢eno je da
etnicke razlike mogu utjecati na razinu TNF-a produkcije (232).

Naj¢es¢i malignom u kavkaskoj populaciji je bazalni karcinom koze
(bazaliom). Ispitivanjem polimorfizma TNF-a-308 nije nadena znacajna
povezanost frekvencije genotipova ili alela s razvojem bazalioma (233). S druge
strane tumorske stanice lu¢e vece kolic¢ine TNF-a.

Ispitivanjem hepatocelularnog karcinoma nadeno je da je TNF-a-308 A alel
znacajni prediktor tog tumora neovisno od hepatitisa B i C pa zbog toga bi se
mogao Koristiti kao biomarker za podloznost hepatocelularnom karcinomu (234).

Ispitivanjem polimorfizama TNF-a-308 i TNF-a-238 nije utvrden vedi rizik
od nastanka multiplog mijeloma u engleskoj populaciji (235).

Polimorfizmi TNF-a-308 i TNF-a-238 nisu povezani s nastankom i
progresijom primarnog B-stani¢nog limfoma Zeluca (236). TNF-a-308
polimorfizam je negativni prognostiCki ¢imbenik u pedijatrijskom Burkitt-ovom
limfomu (BL) i B-stanica akutnoj limfoblasti¢noj leukemiji (B-ALL) (237).

Polimorfizam TNF-a-308 ispitivan je zajedno s polimorfizmima TNF-B, IL-6 i
IL-10, u primarnim karcinomima pluc¢a svih tipova, od Seifarta i suradnika 2005.
godine, na uzorku od 117 bolesnika u njemackoj populaciji, i ustanovljeno je da
nema korelacije izmedu polimorfizma TNF-a-308 i podloZnosti za karcinom pluéa
(18).

Shih i suradnici su 2006. godine ispitivali polimorfizme TNF-a-308 i TNF-a-
238 u 202 bolesnika s karcinomom plu¢a ne-malih stanica u kineskoj populaciji
(19). Rezultati ovog istrazivanja pokazuju povezanost polimorfizama TNF-a-308 i

TNF-a-238 s podloznosti i tezinom raka plu¢a. Alel -308 A ima predisponirajucu
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ulogu za nastanak karcinoma plu¢a i njegovu progresiju, dok -238 A alel ima
protektivnu ulogu prema karcinomu plu¢a (Tablica 5.).

Do sada nije provedeno istrazivanje polimorfizma TNF-a-308 i TNF-a-238
na svim mikromorfolo$kim tipovima karcinoma pluc¢a u kavkaskoj populaciji, a time

niti u hrvatskoj populaciji.
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Tablica 5. Polimorfizmi TNF-a u tumorima razli¢itih populacija

Tumor Etnicka Zemlja TNF-  TNF- Autor
skupina porijekla 0-238 a-308

melanom  kavkaska Bugarska + + Nikolova i sur. 2007.

usta azijska Tajvan + + Liu i sur. 2005.

mokracni  azijska Koreja + Jeong i sur. 2004.

mjehur

dojka kavkaska Engleska - — Azmy i sur. 2004.

dojka mijeSana SAD - — DeMichele i sur. 2003.

dojka kavkaska Engleska - — Smith i sur. 2004.

Zeludac latinoameriCka Meksiko - — Gonzalez i sur. 2005.

Zeludac azijska Tajvan - - Wu i sur. 2004.

Zeludac kavkaska Portugal + Machado i sur. 2003.

Zeludac azijska Koreja - — Lee i sur. 2005.

Zeludac kavkaska Italija — Perri i sur. 2005.

Zeludac azijska Kina — Liisur. 2005.

jednjak kavkaska Engleska - Gough i sur. 2005.

bubreg kavkaska Turska + Basturk i sur. 2005.

vrat crnacka Juznoafricka — Govan i sur. 2006.

maternice Republika

vrat kavkaska Engleska - + Kirkpatrick i sur. 2004.

maternice

koza kavkaska Danska — Skov i sur. 2008.

jetra azijska Tajvan + Ho i sur. 2004.

multipli kavkaska Engleska - — Morgan i sur. 2005.

mijelom

limfom kavkaska Njemacka - — Hellmig i sur. 2005.

limfom kavkaska Njemacka + Seidemann i sur. 2005.

limfom azijska Tajvan - — Wu i sur. 2004.

pluca kavkaska Njemacka — Seifart i sur. 2005.

pluca azijska Kina + + Shih i sur. 2006.

+ = povecani rizik i/ili progresija tumora

— = nema povecanog rizika i/ili progresije tumora
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je bio utvrditi utjecaj polimorfizama TNF-a (pozicije TNF-a-
308 i TNF-0-238) na predispoziciju, klinicku ekspresiju, i prognozu bolesti u
pacijenata s rakom pluc¢a. Predispozicija za karcinom plu¢a je vazan Cimbenik u
klinickim i genetiCkim istraZzivanjima, jer se tako mogu utvrditi osobe u kojih
¢imbenici okolisa izazivaju manifestni tumor ranije i ¢e8¢e nego u ostalih
pojedinaca. Osim toga, ucestalost familijarnog javljanja tumora istog ili drugog
sijela je vazna za pristup potencijalnom budu¢em bolesniku od maligne bolesti.
Ceséi pregledi i probir puganstva su tako sve uginkovitiji u ranom otkrivanju i
sprijeCavanju raka pluca. U klini¢koj slici bolesti od posebnog je znacaja stadij
bolesti u kojem se bolest ustanovljava. Mnogo se &eS¢e bolest utvrduje u
uznapredovalim stadijima bolesti (prisutne regionalne i udaljene metastaze), nego
u pocCetnim stupnjevima, pa je pojavnost i progresija bolesti, u povezanosti s
poznatim polimorfizmima TNF-a, bila od posebnog znaaja u ovom istrazivanju.
Prognoza bolesti tj. vrijeme prezivljavanja bolesnika s rakom pluéa je uvijek
znaCajan cCimbenik u istrazivanjima malignih bolesti jer se time odreduju
agresivnost malignoma i rezultati provedenog lije€enja. Da li polimorfizmi TNF-a
utieCu na prezivljavanje bolesnika vazno je pitanje za svakog koji se bavi
istraZivanjem karcinogeneze raka pluca.

Trebalo je utvrditi da li polimorfizmi TNF-a-308 i polimorfizmi TNF-a-238
imaju predisponirajucu ili protektivnu ulogu u usporedbi s frekvencijom
polimorfizama zdrave populacije, odnosno da li postoji bilo kakva povezanost ili
utjecaj tih polimorfizama na nastanak i progresiju karcinoma pluéa. Rezultati

takvih istrazivanja na malignim tumorima drugih lokalizacija bili su vrlo
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neujednaceni i povezani s etniCkom skupinom koja se ispitivala. Karcinomi plu¢a
ispitivani su do sada u kavkaskoj (Njemacka) i azijskoj (Kina) etnic¢koj skupini i
dobiveni su oprec¢ni rezultati. Zbog visoke incidencije karcinoma plu¢a bilo je
se doprinosi saznanjima o tim polimorfizmima u kavkaske etni¢ke skupine. Po prvi
puta se ovi polimorfizmi ispituju na svim tipovima primarnih karcinoma pluca
(NSCLC i SCLC) i po prvi put u nasoj populaciji.

Kako citokini sudjeluju u upalnim, ali i procesima karcinogeneze, od
interesa je ustanoviti sudjelovanje pojedinih njihovih polimorfizama u tim
procesima. Isto tako takvi rezultati mogu pomoci u odredivanju vaznosti upalnih
procesa prema malignoj transformaciji. TNF-a je citokin koji se mnogo istrazuje u
malignim bolestima. Postoje lijekovi koji inhibiraju aktivnost TNF-a, te je doprinos
0 njegovim genetiCkim svojstvima od vaznosti za daljnja saznanja o karcinomu

pluca.

60



3. ISPITANICI | METODE

3.1. ISPITANICI

Ispitani su slu€ajnim odabirom bolesnici u kojih se utvrdio primarni
karcinom plu¢a na Zavodu za pulmologiju, Klinike za interne bolesti, Klini¢kog
bolni¢kog centra u Rijeci. Ispitano je 230 bolesnika s primarnim karcinomom pluéa
svih tipova. Kontrolna skupina sacinjavala je 230 zdravih, nesrodnih ispitanika,
uparenih po dobi i spolu iz DNA banke Zavoda za biologiju i medicinsku genetiku,

Medicinskog fakulteta u Rijeci.

3.2. METODE

3.2.1. Klinicke metode

Za svakog bolesnika ucinila se je kompletna klinicka obrada, ukljuujuci
obiteljsku anamnezu, laboratorijske pretrage periferne krvi, pra¢enje rezultata
lije€enja, vrijeme prezivljavanja. lzdvojili su se slijedeci klinicki podaci: dob, spol,
klinicka dijagnoza, sedimentacija eritrocita (SE), C-reaktivni protein, leukociti,
neutrofili, limfociti, eritrociti, hemoglobin, trombociti, alkalna fosfataza (AF),
karcinoembrionalni antigen, laktat dehidrogenaza (LDH), gama glutamil-
transferaza (y-GT), alanin-aminotransferaza (ALT), aspartat-aminotransferaza
(AST), glukoza, proteini, kalcij, zanimanje, indeks tjelesne mase (engl. body mass
index, BMI), puSenje, histoloSka dijagnoza, klini¢ki stadij bolesti, provedeno

ljeCenje i vrijeme preZivljavanja od postavljanja dijagnoze karcinoma pluéa.
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Biokemijske i hematoloSke analize radene su u KliniCkom laboratoriju Klini¢kog
bolnickog centra Rijeka — lokalitet Su8ak, citoloSke analize u CitoloSkom
laboratoriju Zavoda za pulmologiju KBC Rijeka, a patohistoloske u Zavodu za

patologiju Medicinskog fakulteta u Rijeci.

3.2.2. Izolacija DNA

Svakom se bolesniku izvadilo po 5 ml periferne krvi koja je do DNA izolacije
zamrznuta u epruvetama s antikoagulansom na -20°C. Za molekularno genetic¢ku
analizu izolirali smo prema protokolu DNA iz periferne krvi ispitanika. Krv (5 ml)
smo odmrznuli pri sobnoj temperaturi, u epruvetu dodali 25 ml SLR pufera za lizu
(20mM TRIS, 5 Mm EDTA) i inkubirali u hladnjaku 15 minuta na 4°C, i potom
pomocu vakum sisaljke odstranili supernatant. Isti postupak ponovili smo 3-5 puta,
ovisno o Cistoci taloga. Nakon zadnjeg centrifugiranja dodali smo 8 ml SLB pufera
(10mM TRIS, 10mM EDTA, 50mM NaCl, 2mM SDS) i dobro promijesali. Potom
smo dodali 10 pl otopliene proteaze K i inkubirali preko no¢i na 37-42°C u vodenoj
kupelji. Nakon inkubacije dodali smo 1/3M amonijevog acetata, promijesali i
cetrifugirali 30 minuta na 3000 okretaja/minuti pri 4°C. Po centrifugiranju odlili smo
supernatant i dodali apsolutni alkohol do kona¢nog volumena od 40 ml. Epruvetu
smo lagano okrenuli nekoliko puta dok se nije pojavila DNA. Dobivenu DNA isprali
smo prvo u apsoluthom pa 70% i ponovo u apsolutnom alkoholu, te je posusili u
termostatu pri 37°C. OsuSenu DNA rastopili smo u 200-400 ul TE pufera. Tako

dobiven uzorak DNA pohranjujemo na -20°C u banku DNA.
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3.2.3 Genotipizacija

TNF-a-308 utvrdivali smo metodom lan€ane reakcije polimerazom nakon

Cega je slijedila restrikcija PCR produkta s Nco | restrikcijskom endonukleazom, a

za TNF-a-238 polimorfizam koristio se je restrikcijski enzim Msp | (Tablice 6.-8.)

(19). Uzorke smo analizirali u serijama od po 10-20 uzoraka, uz negativnu

kontrolu.

Tablica 6. Po€etnice i temperatura njihovog spajanja

Sekvenca pocetnica
Pocetnice Ts
TNF-a-308 TNF-a-238
5’- 5’-
TNF1 ATAGGTTTTGAGGGGCA | ATCTGGAGGAAGCGGTA | 60,0
TGG-3° GTG-3°
5- 5-
TNF2 AATAGGTTTTGAGGGGC | AGAAGACCCCCCTCGGA | 60,0
ATGACCATCG-3’ ACC-3’
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Tablica 7. Reakcijska smjesa u konaénom volumenu od 15 pl

Koli¢ina (za 1 uzorak) | Konaéna koncentracija
10 x PCR pufer 1,71 ul 1 x PCR pufer
50 x mM MgCl 0,51 pl 1 mM
10 x mM dNTP 0,34 pl 0,05 mM
10 x primer 1,71 pl 0,2 ul
10 x primer 1,71 pl 0,2 pl
Formamid 0,86
Taq polimeraza 0,17 1,5U
Bidestilirana voda 7
DNA 1

Tablica 8. PCR-temperaturni ciklusi

Korak PCR postupka Temperatura Vrijeme Broj ciklusa
1. 94°C 5 min. 1
2. 94°C 1 min. 40x
60°C 1 min.
72°C 1 min.
3. 72°C 10 min. 1

PCR produkt provjerili smo elektroforezom u trajanju 20-30 min. pri 80 V.
Po 4 pl PCR produkta i 2 pl boje BPB nanosili smo na 1% agarozni gel u koji smo

prethodno dodali 2,5 pl Etidium Bromida. PCR produkte analizirali smo pod UV
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lampom na transluminatoru. Veli¢inu PCR produkta utvrdili smo primjenom
standardnog DNA markera.

Nakon te aplikacije napravili smo restrikciju PCR produkta. U preostalih 9 pl
PCR produkta dodali smo:

o 2,0 ul pufera
o 0,2 ul endonukleaze
o 7,8 pl bidestilirane vode

Restrikcijsku smjesu smo inkubirali 16-18 sati na 37°C u vodenoj kupelji ili
termostatu.

Restrikcijski fragment (8 ul produkta + 2 pl boje BPB) provjeravali smo
elektroforezom (45 min. na 80 V) na 3% agaroznom gelu u koji smo prethodno
dodali 2,5 yl Etidium Bromida. Restrikcijske fragmente analizirali smo UV lampom,
a veli€inu restrikcijskin fragmenata utvrdili smo primjenom standarnog DNA
markera. Ovisno o migraciji restrikcijskin fragmenata na gelu jasno su se

razlikovali GG, GA, AA genotipovi (Tablica 9. i Slike 4.1 5.).

Tablica 9. Velicina PCR produkta i veli¢ina restrikcijskih
fragmenata u analizi polimorfizma u
promotorskoj regiji TNF1 i TNF2

TNF-a-308 TNF-a-238
Genotip e 0 e
PCR produkt | Restrikcijski PCR produkt | Restrikcijski
(bp) fragmenti (bp) (bp) fragmenti (bp)
GG 87, 20 132, 20
GA 107 107, 87, 20 152 152, 132, 20
AA 107 152

65



heterozigot homozigot
G/A A/A

homozigot
G/G 1 1 1
- -
-

Slika 4. Identifikacija TNF-a-308 polimorfizma

heterozigot

homozigot G/A
G/G

! ]

- pu— - - ”
PCR
produkt

homozigot
A/A

Slika 5. Identifikacija TNF-a-238 polimorfizma
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3.2.4. Statisticke metode

StatistiCka obrada podataka provedena je uz pomo¢ racunalnih programa
Statistika 7.1 i Epi 6. Usporedba ucestalosti pojedinih alela i genotipova u skupini i
podskupinama bolesnika sa skupinom zdravih ispitanika izvréena je pomoéu 2
testa i Fisherovog egzaktnog testa. x? test je koristen i za usporedbu opaZenih
vrijednosti distribucije razli¢itih TNF-a genotipova u odnosu na predvidene Hardy-
Weinbergovom jednadzbom. Takoder je ispitana korelacija izmedu genotipova i
fenotipske ekspresije bolesti, pri ¢emu je povezanost ispitivanih polimorfizama s
klinickopatologkom slikom, te stadijem bolesti testirana %2 i Fisherovim egzaktnim
testom, uz izraCune omjera izgleda (OR) i 95% intervale pouzdanosti (Cl). U okviru
analize laboratorijskin pokazatelja koristila se deskriptivha statistika (srednje
vrijednosti, standardne devijacije), a povezanost izmedu ispitivanih polimorfizama i
navedenih pokazatelja testirana je analizom varijancije, metodom parametrijske
statistike jednosmjernim ANOVA testom i analizom logisticke regresije. Rezultati
su smatrani statisticki znacajno razli€itim na razini p<0,05.

Na osnovu 230 bolesnika i 230 kontrola uklju€enih u istrazivanje statisticka
shaga studije iznosi 80% da bismo mogli identificirati u bolesnika poveéanje
frekvencije nositella TNF-a-308 A alela od 1,5 (26% u kontrolnoj skupini) i

povecanje od 2,2 za nositelje TNF-a-238 A alela (7% u kontrolnoj skupini).
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4. REZULTATI

4.1. REZULTATI KLINICKIH | PATOHISTOLOSKIH ISTRAZIVANJA

Medu ispitanicima bilo je 163 (70,9%) muskaraca i 67 (29,1%) Zena.

Karakteristike ispitivane populacije obzirom na spol i dob prikazane su u Tablici

10.

Tablica 10. Karakteristike ispitanika prema spolu i dobi

Ispitanici Broj Dob/godine*
Muski 163 65,1 = 11,1 (46-85)
Zenski 67 65,4 + 10,4 (31-92)

Ukupno 230 65,3 = 10,5 (31-92)

*Srednja vrijednost * standardna devijacija, te raspon godina.

Populacija ispitanih bolesnika s primarnim karcinomom plu¢a bila je
sacinjena od osoba razli€itih zanimanja. U 26 (11,3%) ispitanika ustanovljena je
dugotrajna izlozenost poznatim kancerogenim tvarima, dok u 204 (88,7%)
ispitanika nije bilo izloZenosti do sada poznatim kancerogenima.

Pleuralni izljev bio je prisutan u 53 (23,0%) bolesnika, a u 177 (77,0%) ga
nije bilo.

Prosje¢ni indeks tjelesne mase bio je 24,7 £ 4,2 (za normalno uhranjenu

osobu vrijednosti su 18,5-25,0 kg/m?).
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Obzirom na naviku puSenja ustanovljeno je 200 (87,0%) pusaca (154
muskaraca i 46 Zena) i 30 (13,0%) nepuSaca (9 muskaraca i 21 Zena).
Brinkmanov indeks (broj dnevno popusenih cigareta pomnozen s brojem godina
pusenja) za sve ispitanike iznosio je 884,4 + 660,4.

Histoloski tipovi karcinoma pluca i klinicki stadiji (lak$i i tezi) prikazani su u
Tablici 11. U odnosu na spol bilo je u muskaraca 39 (23,9%) ispitanika s
adenokarcinomom, 91 (55,8%) ispitanik sa skvamoznim karcinomom, 19 (11,7%)
ispitanika s karcinomom malih stanica i 14 (8,6%) ispitanika s ostalim karcinomima
pluéa. U Zena bilo je 28 (41,8%) ispitanica s adenokarcinomom, 22 (32,8%)
ispitanica sa skvamoznim karcinomom, 10 (14,9%) ispitanica s karcinomom malih

stanica i 7 (10,5) ispitanica s ostalim karcinomima pluca.

Tablica 11. Histoloski tipovi i klini¢ki stadiji ispitanika

Tip tumora Broj(%) Klini€ki Broj(%)
stadij
Adenokarcinom 67(29,1)
Skvamozni karcinom 113(49,1) L+l 45(19,6)
Eta;r:ilcl:'u:m malih 20(12,6)
m+1v 185(80,4)
Ostali karcinomi* 21(9,2)
Ukupno 230(100,0) 230(100,0)

*U skupini ,ostali karcinomi“ bila su tri karcinoma velikih stanica i 18 nedeterminiranih
karcinoma plu¢a ne-malih stanica.
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U ispitivanje su uklju€eni i maligni tumori drugih sijela, ustanovljeni i lijeceni
prije primarnog karcinoma pluca. U 28 (12,2%) bolesnika bili su ranije
dijagnosticirani drugi primarni malignomi, dok je u 202 (87,8%) bolesnika karcinom
plu¢a bio prvi ustanovljeni malignom. U 6 bolesnika ranije je ustanovljen rak
grkljana, u 5 bolesnica rak vrata maternice, u tri bolesnika rak debelog crijeva, u tri
bolesnice rak dojke, u tri bolesnika rak koze, u dva bolesnika rak mokra¢nog
mjehura, te po u jednog bolesnika rak prostate, bubrega, glave, Zdrijela. Jedan je
bolesnik ranije bolovao od malignog tumora mozga i grkljana, a drugi od raka
grkljana i prostate.

U obiteljima bolesnika u njih 28 (12,2%) ustanovljen je ranije karcinom
plu¢a i to u 26 slu€aja u prvih srodnika, a u dva u drugih srodnika. U 202 (87,8%)
bolesnika nitko u obitelji nije ranije bolovao od raka pluca.

U 49 (21,3%) ispitanika otkriven je ranije maligni tumor drugog sijela u
njihovih srodnika, dok u 181 (78,7%) ispitanika to nije bio slu¢aj. U prvom redu
srodnosti bilo je 6 karcinoma debelog crijeva, 5 karcinoma maternice, Cetiri
karcinoma grkljana, Cetiri karcinoma gusteraCe, po dva maligna tumora Zeluca,
jetre, mokraénog mjehura, kosti, dojke, jednjaka i mozga, te po jedan malignom
pleure i prostate. Bilo je srodnika u prvom redu srodnosti s dva maligna tumora i to
Zeluca i non-Hodgkin limfoma; grkljana i jednjaka; koze i jetre; prostate i debelog
crijeva; Zeluca i krvi; dojke i jetre; Zeluca i mozga. U drugom redu srodnosti bila su
dva karcinoma Zeluca i jedan maligni tumor glave. U tri srodnika bili su prisutni
maligni tumori u prvom i drugom redu srodnosti i to rak maternice i grkljana; limfnih
¢vorova i koze; dojke i maternice. Jedan ispitanik imao je dva srodnika u prvom
redu srodnosti s rakom grkljana i maternice, a u drugom redu srodnosti maligni

tumor glave.
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Srednje vrijeme preZivljavanja, od otkrivanja bolesti do smrti, u mjesecima
bilo je 9,8 £ 11,6.

U Tablici 12. prikazane su vrste terapijskih postupaka, koji su provedeni
nakon $to je ustanovljen karcinom plu¢a. Glavnina bolesnika nije podvrgnuta
nikakvoj terapiji (61,7%), dok ih je manji broj (12,6%) bilo podvrgnuto
radiokemoterapiji ili samo radioterapiji (10,0%). Ostale metode lije€enja su

uporabljene u gotovo zanemarivim postocima.

Tablica 12. Provedeno lije¢enje u ispitanika

Vrsta lije¢enja Broj(%)
Nije lijeéen 142(61,7)
Kirursko lijecenje (OP) 9(3,9)
Radioterapija (RT) 23(10,0)
Kemoterapija (KT) 17(7,4)
OP + RT 1(0,5)
OP + KT 4(1,7)
RT + KT 29(12,6)
OP + KT + RT 5(2,2)
Ukupno 230(100,0)

4.2. HEMATOLOSKI | BIOKEMIJSKI REZULTATI

U Tablici 13. prikazani su neki hematoloski i biokemijski laboratorijski nalazi koji su

u vezi s nastankom i/ili progresijom malignog tumora.
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Tablica 13. Vrijednosti laboratorijskih parametara

Parametri X+SD Min Max Normal.
SE (mm/3,6 ks) 55,5+31,9 2,0 150,0 do 20
Leukociti (x10%/L) 9,7+45 1,7 34,0 4,0-9,0
Neutrofili (x10%/L) 7,0+4.2 0,3 31,9 2,1-6,5
Limfociti (x10%/L) 1,740,9 0,0 4,9 1,2-3,4
Eritrociti (x10'2/L) 4,3+0,7 2,1 5,7 4,3-5,7
Hemoglobin (g/L) 125,1 £21,0 65 168 138-175
Trombociti(x10%/L) | 310,9 +133,0 5 935 158-424
CRP (mg/L) 45,5 + 58,9 0,3 390,2 do 5,0
AF (U/L) 113,7 £ 88,0 20 796 60-142
CEA (ug/L) 26,3 + 100,6 1,0 1270,0 0,1-5,0
LDH (U/L) 270,2 + 297,7 72 3662 0-241
y-GT (U/L) 71,0 £108,9 9 1035 11-55
ALT (U/L) 27,1 + 27,1 4 218 12-48
AST (U/L) 27,9 + 30,1 9 316 11-38
Glukoza (mmol/L) 6,527 3,6 25,4 4,4-6,4
Proteini (g/L) 70,0 £ 6,1 49 86 60-78
Kalcij (mmol/L) 2,3+0,2 1,8 3,8 2,1-2,5

X £ SD =srednja vrijednost i standardna devijacija.

Min = minimalne vrijednosti pojedinih parametara u krvi.
Max = maksimalne vrijednosti pojedinih parametara u krvi.

Normal. = normalne vrijednosti pojedinih parametara u krvi.
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Utvrdene su poviSene vrijednosti SE, leukocita, neutrofilnin granulocita, CRP,

CEA, LDH, y-GT, glukoze i smanjena vrijednost hemoglobina.

4.3. UTJECAJ TNF-a-308 | TNF-a-238 POLIMORFIZAMA NA PREDISPOZICIJU

| EKSPRESIJU BOLESTI

U Tablici 14. prikazana je frekvencija genotipova TNF-a-308 polimorfizma obzirom

na kliniCkopatolo$ka obiljezja ispitanika, uklju€ujuéi i stadije bolesti.

Tablica 14. Frekvencija genotipova TNF-a-308 polimorfizma
i kliniCkopatoloska obiljezja ispitanika

Karakteristike Genotipovi Ukupno p OR (95% Cl)
(%)

AA(%) | GA(%) GG(%)

Kontrola 6(3) 53(23) 171(74) 230(100) 1,00
Karcinom plué¢a 9(4) 52(23) 169(73) 230(100) | 0,83 | 0,96 (0,62-1,48)

Tip tumora

AD 3(4) 12(18) | 52(78) 67(29) | 0,59 | 1,20(0,60-2,41)
sQ 44) | 3027) | 79(70) 113(49) | 0,38 | 0,80 (0,47-1,36)
OK 1(5) 5(24) 15(71) 21(9) 0,77 | 0,86 (0,30-2,62)
NSCLC ukupno 8(4) | 47(24) | 146(73) | 201(87) | 0.69 | 1.09 (0.71-1.68)
SCLC 1(3) 5(17) | 238(79) 29(13) | 0,56 | 1,32(0,48-3,83)

Stadij tumora
I+l 2(4) 8(18) 35(78) 45(20) 0,47
i +1v 7(4) 44(24) 134(72) 185(80)

AD: adenokarcinom, SQ: skvamozni karcinom, OK: ostali karcinomi, NSCLC: karcinom
ne-malih stanica, SCLC: karcinom malih stanica, OR: omjer izgleda [95% CI (interval
pouzdanosti)]: GA plus AA u odnosu na GG, koji je oznacen s 1,00.
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U Tablici 15. prikazana je frekvencija genotipova TNF-a-238 polimorfizma

obzirom na klinickopatoloSka obiljezja ispitanika, uklju€ujuci i stadije bolesti.

Tablica 15. Frekvencija genotipova TNF-a-238 polimorfizma

i kliniCkopatoloska obiljezja ispitanika

Karakteristike Genotipovi Ukupno p Ol (95% IP)
(%)
AA(%) GA(%) GG(%)

Kontrola 0(0) 16(7) 214(93) 230(100) 1,00
Karcinom pluéa 0(0) 14(6) 216(94) 230(100) 0,71 | 1,15(0,52-2,57)
Tip tumora

AD 0(0) 5(7) 62(93) 67(29) 0,89 | 0,93 (0,30-3,0)
sQ 0(0) 5(4) 108(96) 113(49) 0,36 | 1,61 (0,54-5,19)
OK 0(0) 2(10) 19(90) 21(9) 0,45 | 0,71 (0,14-4,83)
NSCLC ukupno 0(0) 12(6) 189(94) 201(87) 0.94 | 0.97 (0.44-2.15)
SCLC 0(0) 2(7) 27(93) 29(13) 0,67 | 1,01 (0,20-6,73)
Stadij tumora

I+l 0(0) 4(9) 41(91) 45(20) 0,28

i +1v 0(0) 10(5) 175(95) 185(80)
AD: adenokarcinom, SQ: skvamozni karcinom, OK: ostali karcinomi, NSCLC:

karcinom ne-malih stanica, SCLC: karcinom malih stanica, OR: omjer izgleda [95% CI
(interval pouzdanosti)]: GA plus AA u odnosu na GG, koji je oznacen s 1,00.

Distribucije genotipova su bile podudarne s oc€ekivanim vrijednostima

prema Hardy Weinberg-ovoj jednadzbi. Za TNF-a-308 u bolesnika p=0,46, a u

kontrolnoj skupini p=0,78. Za TNF-a-238 u bolesnika p=0,85, a u kontrolnoj skupini

p=0,86.

U Tablicama 16. i 17. prikazani su TNF-a-308 i TNF-a-238 genotipovi bolesnika u

u odnosu na Klini¢ki stadij karcinoma plu¢a ne-malih stanica i karcinoma pluca

malih stanica. Utvrdeno je da je genotip TNF-a-238 GG statisticki znacajno ¢eSdi
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(p=0,02) u bolesnika s karcinomom plué¢a malih stanica u tre¢em i Cetvrtom stadiju

tumora.

Tablica 16. Genotipovi TNF-a-308 i TNF-a-238 u karcinoma
plu¢a ne-malih stanica i klini¢ki stadij tumora

TNF-a-308 TNF-a-238

Genotipovi Stadij Stadij

I+l i+ 1v I+l m+1v
GG (%) 31 (78,0) 134 (72,0) 38 (95,0) 151 (94,0)
GA (%) 7(17,0) 44 (24,0) 2 (5,0) 10 (6,0)
AA (%) 2 (5,0) 7 (4,0) 0(0,0) 0 (0,0)
Ukupno (%) 40 (17,8) 185 (82,2) 40 (19,9) 161 (80,1)
o] 0,11 0,56

Tablica 17. Genotipovi TNF-a-308 i TNF-a-238 u karcinoma
plu¢a malih stanica i klini¢ki stadij tumora

TNF-a-308 TNF-a-238

Genotipovi Stadij Stadij

I+l i+ 1v I+l m+1v
GG (%) 4 (80,0) 19 (80,0) 3 (40,0) 24 (100,0)
GA (%) 1 (20,0) 4 (16,0) 2 (60,0) 0(0,0)
AA (%) 0(0,0) 1(4,0) 0(0,0) 0(0,0)
Ukupno (%) 5(17,2) 24 (82,8) 5(17,2) 24 (82,8)
p 0,73 0,02*

* p< 0,05; genotip GG je statisticki znacajno ¢es¢i u bolesnika s karcinomom

plu¢a malih stanica u trecem i Cetvrtom stadiju tumora.

U Tablici 18 prikazana je frekvencija genotipova TNF-a-308 i TNF-a-238
polimorfizama u odnosu na spol ispitanika. Rezultati ne pokazuju znacajnih razlika

izmedu spolova.
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Tablica 18. Frekvencija genotipova u odnosu na spol

ispitanika
Genotipovi
Karakteristike Ukupno (%) p
GG (%) GA (%) AA (%)
TNF-a-308
Muskarci 121 (74,2) 38 (23,3) 4 (2,5) 163 (70,9)
Zene 48 (71,6) 14 (20,9) 5 (7,5) 67 (29,1) 08
TNF-a-238
Muskarci 152 (93,3) 11 (6,7) / 163 (70,9)
Zene 64 (95,5) 3 (4,5) / 67 (29,1) 0:%8

U Tablici 19. prikazane su vrijednosti indeksa tjelesne mase u odnosu na
pojedine genotipove. StatistiCki znacajna razlika medu genotipovima nije

nadena.

Tablica 19. BMI i pojedini genotipovi

Genotipovi Broj X+ SD Min Max p
TNF-a-308
GG 169 247+44 14,4 46,3

0,87
GA+AA 61 24,6 £ 3,8 16,9 37,3
TNF-a-238
GG 216 246 4,2 14,4 46,3

0,34
GA 14 25,741 18,9 35,5

X £ SD =srednja vrijednost i standardna devijacija.
Min = minimalne vrijednosti BMI.
Max = maksimalne vrijednosti BMI.
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U Tablici 20 prikazani su genotipovi TNF-a-308 i TNF-a-238 u bolesnika s
jednim i vi§e primarnih tumora. Dva bolesnika imala su tri primarna tumora, ali
oni nisu prikazani kao zasebna skupina zbog malog broja uzorka, ve¢ su
stavljeni zajedno s onim bolesnicima kojima je karcinom pluc¢a bio drugi
primarni tumor. Utvrdeno je da su svi ispitanici koji su imali viSe primarnih

malignih tumora imali genotip GG TNF-a-238 (p=0,000).

Tablica 20. Genotipovi TNF-a-308 i TNF-a-238 u bolesnika
s jednim i viSe primarnih tumora

TNF-a-308
Genotipovi Jedan tumor (%) Vise tumora (%) p
GG (%) 151 (74,6) 18 (64,3)
GA (%) 42 (20,9) 10 (35,7) 0,24
AA (%) 9 (4,5) 0(0,0)
Ukupno (%) | 202 (87,8) 28 (12,2)

TNF-a-238
Genotipovi Jedan tumor (%) Vise tumora (%) p
GG (% 188 (93,0 28 (100,0

(%) (93,0) ( ) 0,000

GA (%) 14 (7,0) 0(0,0)
Ukupno (%) | 202 (87,8) 28 (12,2)
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Nije utvrdena statisti¢ki zna€ajna razlika u frekvenciji alela TNF-a-308 i TNF-a-238

u skupinama bolesnika i kontrolnih ispitanika (Tablica 21).

Tablica 21. Frekvencija alela TNF-a-308 i TNF-a-238
polimorfizama

TNF-a (308 GA) TNF-a (238 GA)
polimorfizam polimorfizam
AlelG (%) [AlelA(%) | p | AlelG (%) | AlelA(%) | p
Kontrola
(N=230) 85,9 14,1 96,5 3,5
Ukupno 84,8 152 |064| 97,0 30 |07
(N=230) H H H H H H
NSCLC
84,3 15,7 0,59 97,0 3,0 0,83
(N=201)
SCLC
87,9 12,1 0,82 96,5 3,5 0,99
(N=29)

NSCLC: karcinom ne-malih stanica.
SCLC: karcinom malih stanica.

4.4. KORELACIJA IZMEPU OSNOVNIH LABORATORIJSKIH NALAZA |

GENOTIPOVA TNF-a-308 i TNF-a-238

U Tablici 22. prikazane su laboratorijske vrijednosti u 169 bolesnika koji imaju

TNF-a-308 GG genotip.
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Tablica 22. Laboratorijski nalazi u 169 bolesnika

s TNF-a-308 GG genotipom

Parametri X+SD Min Max
SE (mm/3,6 ks) 55,6 + 31,7 2,0 150,0
Leukociti (x10%/L) 9,4 +3,7 1,7 23,9
Neutrofili (x10%/L) 6,7+3,3 0,3 21,6
Limfociti (x10%/L) 1,8+0,8 0,1 102,0
Eritrociti (x10'2/L) 43+0,7 0,1 4,6
Hemoglobin (g/L) 125,3 +20,5 66,0 168,0
Trombociti(x10%/L) 317,4 + 128,1 23,0 747,0
CRP (mg/L) 43,8 +57,7 0,3 390,2
AF (UL) 113,7 £93,9 20,0 796,0
CEA (ug/L) 21,3 +57,7 1,0 478,2
LDH (U/L) 266,9 + 308,4 89,0 3662,0
y-GT (U/L) 69,5+ 110,2 9,0 1035,0
ALT (U/L) 26,3 +22,9 7,0 139,0
AST (U/L) 27,4 +28,8 9,0 316,0
Glukoza (mmol/L) 6,324 3,7 25,4
Proteini (g/L) 70,7 £5,5 51,0 86,0
Kalcij (mmol/L) 2,4+0,2 1,8 3,6

X £ SD = srednja vrijednost i standardna devijacija.
Min = minimalne vrijednosti pojedinih parametara u krvi.

Max = maksimalne vrijednosti pojedinih parametara u krvi.

79



U Tablici 23. prikazane su laboratorijske vrijednosti u 61 bolesnika koji imaju TNF-
a-308 GA i AA genotip. Utvrdeno je da su vrijednosti neutrofilnih granulocita
statisti¢ki znacajno vise (p=0,049) u bolesnika s genotipovima TNF-a-308 GA i AA

u odnosu na GG genotip, dok su ukupni proteini bili zna¢ajno nizi (p=0,003).
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Tablica 23. Laboratorijski nalazi u 61 bolesnika s TNF-a-308 GA

i AA genotipom

Parametri X+SD Min Max o]

SE (mm/3,6 ks) 55,1 £32,7 4,0 135,0 0,916
Leukociti (x10%/L) 10,4 + 6,2 1,8 34,0 0,123
Neutrofili (x1 09/L) 7,959 1,0 31,9 0,049*
Limfociti (x1 09/L) 1,5+£0,9 0,0 4,9 0,115
Eritrociti (x10'2/L) 4,2 +0,7 2,1 5,7 0,545
Hemoglobin (g/L) 124,8 + 22,4 65,0 164,0 0,893
Trombociti(x10%/L) | 293,1 +145,3 5,0 935,0 0,224
CRP (mg/L) 50,4 + 62,4 0,8 273,7 0,454
AF (U/L) 113,7 £69,9 49,0 428,0 1,0

CEA (ug/L) 40,0 +170,3 1,0 1270,0 0,215
LDH (U/L) 279,3 + 268,1 72,0 2088,0 0,781
y-GT (U/L) 75,1 £105,9 10,0 587,0 0,730
ALT (U/L) 29,2 + 36,4 4,0 218,0 0,482
AST (U/L) 29,2 + 33,7 9,0 239,0 0,707
Glukoza (mmol/L) 7,0£3,3 3,6 21,9 0,064
Proteini (g/L) 67,0 £7,1 49,0 81,0 0,003*
Kalcij (mmol/L) 2,4+0,3 2,0 3,8 0,921

X £ SD = srednja vrijednost i standardna devijacija.
Min = minimalne vrijednosti pojedinih parametara u krvi.

Max = maksimalne vrijednosti pojedinih parametara u krvi.
* p< 0,05; oznaCene vrijednosti su statistiCki znac¢ajno razliite u bolesnika s
genotipovima TNF-a-308 GA + AA u odnosu na GG genotip.
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U Tablici 24. prikazane su laboratorijske vrijednosti u 216 bolesnika koji imaju

TNF-a-238 GG genotip.

Tablica 24. Laboratorijski nalazi u 216 bolesnika s
TNF-a-238 GG genotipom

Parametri X+SD Min Max
SE (mm/3,6 ks) 56,1 +32,2 2,0 150,0
Leukociti (x10%/L) 9,8+4,5 1,7 34,0
Neutrofili (x10%/L) 7142 0,3 31,9
Limfociti (x10%L) 1,7+0,9 0,0 4,9
Eritrociti (x10'2/L) 43+0,7 2,1 5,7
Hemoglobin (g/L) 1246 £21,2 65,0 168,0
Trombociti(x10%/L) 312,0 + 136,1 5,0 935,0
CRP (mg/L) 46,4 + 60,0 0,3 390,2
AF (U/L) 114,5 + 90,3 20,0 796,0
CEA (ug/L) 27,4 +103,7 1,0 1270,0
LDH (U/L) 274.0 + 306,4 72,0 3662,0
y-GT (UL) 71,8+ 110,8 9,0 1035,0
ALT (U/L) 27,3+272 4,0 218,0
AST (U/L) 28,4 +30,9 9,0 316,0
Glukoza (mmol/L) 6,5+2,8 3,6 25,4
Proteini (g/L) 67,0 6,2 49,0 86,0
Kalcij (mmol/L) 2,4+0,2 1,8 3.8

X + SD = srednja vrijednost i standardna devijacija.
Min = minimalne vrijednosti pojedinih parametara u krvi.

Max = maksimalne vrijednosti pojedinih parametara u krvi.
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U Tablici 25. prikazane su laboratorijske vrijednosti u 14 bolesnika koji imaju TNF-
a-238 GA genotip. Utvrdeno je da, osim u slu€aju leukocita kod kojih postoji trend
prema nizim vrijednostima u osoba s GA genotipom (p=0,053), nijedan drugi

parametar se nije razlikovao u u odnosu na bolesnike s GG genotipom.

Tablica 25. Laboratorijski nalazi u 14 bolesnika s TNF-a-

238 GA genotipom

Parametri X+SD Min Max p

SE (mm/3,6 ks) 46,6 + 26,7 10,0 94,0 0,285
Leukociti (x10%L) 7,4+26 3,2 11,8 0,053
Neutrofili (x10%/L) 52+24 1,1 10,1,0 0,097
Limfociti (x10%/L) 1,5+0,5 0,7 2,4 0,311
Eritrociti (x10'2/L) 45+0,6 3,2 5,4 0,252
Hemoglobin (g/L) 132,8 £ 16,8 103,0 161,0 0,160
Trombociti(x10%/L) | 294,9 + 69,8 202,0 467,0 0,642
CRP (mg/L) 32,4 + 36,9 1,2 137,1 0,391
AF (U/L) 101,2 36,0 63,0 208,0 0,585
CEA (ug/L) 8,5+9,0 1,0 31,9 0,495
LDH (U/L) 211,6 £70,0 102,0 340,0 0,448
v-GT (U/L) 58,0 + 76,0 20,0 287,0 0,647
ALT (U/L) 23,0 + 26,4 9,0 113,0 0,564
AST (U/L) 21,2+13,3 10,0 64,0 0,392
Glukoza (mmol/L) 6,2+1,3 4.5 9,6 0,746
Proteini (g/L) 69,4 +3,9 58,0 74,0 0,705
Kalcij (mmol/L) 2,3+0,2 2,1 2,6 0,362

X + SD = srednja vrijednost i standardna devijacija.
Min = minimalne vrijednosti pojedinih parametara u krvi.

Max = maksimalne vrijednosti pojedinih parametara u krvi.
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5. RASPRAVA

Karcinom plu¢a naj¢e&¢i je oblik karcinoma u svijetu. Osim $to je naj¢esdi,
rak plu¢a je i vodec¢i uzrok smrti medu malignomima. Svake godine se u svijetu
otkrije viSe od 1,2 milijuna novih slu€ajeva raka pluc¢a, a priblizno toliko ih godi$nje
i umre. Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije rak plu¢a uzrokuje
19,7% smrti uzrokovanih malignim bolestima. U Europi je 2006. godine od raka
pluéa umrlo 334 800 bolesnika, a u Hrvatskoj 2717 osoba. Unato¢ tome $to
terapije za karcinom plu¢a postaju sve djelotvornije, 60% oboljelih od ove bolesti
umre u roku od godinu dana nakon dijagnoze.

Rak pluéa se znaCajno ¢e8c¢e javlja nakon 65 godina zivota. Samo 3%
slu€ajeva raka pluca je zabiljezeno u osoba mladih od 45 godina. Prosje¢na dob
bolesnika u ovom istrazivanju prilikom utvrdivanja raka plu¢a bila je 65,3 godine
(65,1 godinu za muskarce i 65,4 godine za Zzene). U zapadnom svijetu zabiljezen
je pad broja karcinoma plu¢a u muskaraca, $to je rezultat sustavnih programa
protiv pusenja, no zabiljeZzen je porast karcinoma pluéa u Zzena (238). U nasoj
ispitivanoj skupini bilo je 70,9% muskaraca i 29,1% Zena (omjer 2,4 : 1). Prije 20
godina je na nasoj Klinici za pulmologiju omjer muskaraca i zena oboljelih od
karcinoma pluéa bio 6,6 : 1. Ovi omjeri pokazuju znacajan porast raka pluca u
Zena $8to je u skladu s rezultatima u Hrvatskoj i Europi. U Hrvatskoj je 2004. godine
omjer muskaraca i Zena za rak pluc¢a bio 3,6 : 1 (26). U ovom istrazivanju ukljuceni
su svi bolesnici koji su bolovali od karcinoma plu¢a, u promatranom vremenskom
razdoblju, na Zavodu za pulmologiju, u Kilinickom bolnickom centru Rijeka.
Koristen je, znadci, sluajan odabir ispitanika, pa se dobiveni odnos izmedu

muskaraca i Zzena od 2,4 moze smatrati vjerodostojnim. Taj je odnos slican s
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rezultatima iz zemalja Zapadne Europe, s najnizim odnosom izmedu spolova
(Danska), kao i SAD-a i Hrvatske (21, 25, 26). Jedan od razloga za takve rezultate
jeste da su Zene u odnosu na muskarce viSe predisponirane za karcinogeno
djelovanje pusenja tj. u Zena dolazi do znacajno viSe mutacija u vezi s pusenjem
nego u muskaraca (114).

IzloZzenost industrijskim kancerogenima je takoder vazan cimbenik u
nastajanju raka pluca. U nasih ispitanika 11,3% je bilo izloZzeno dugi niz godina
poznatim kancerogenima i to najéesSce azbestu.

Pleuralni izliev naden je u 23,0% bolesnika $to govori da je bolest naj¢esce
utvrdena u poodmakloj fazi (Ty).

Prosjecni indeks tjelesne mase bio je u granicama normale (24,7). Buduci
da je vecina ispitanika (80,4%) bila u uznapredovaloj fazi maligne bolesti za
oCekivati je bilo da ¢e bolesnici u prosjeku biti pothranjeni tj. da ¢e imati nizak BMI.
Tumorska kaheksija se javlja u polovice bolesnika s karcinomom, a klini¢ki se
manifestira s anoreksijom, gubitkom miSiéne mase, gubitkom tjelesne teZine,
brzim osjecajem sitosti, umorom i oslabljenim imunoloskim odgovorom (163).
Patofiziologija kaheksije je povezana s kompleksnim mehanizmima i ne uklju€uje
samo nedostatak kalorija. Tu sudjeluju cirkuliraju¢i katabolic¢ki Eimbenici, koji
potjec€u iz tumora ili ih stvara sam domacin, a naj¢es¢i su TNF-a, IL-1, IL-6, IFN-y i
inhibitorski ¢imbenik leukemije (engl. leukemia inhibitory factor, LIF). Vidljivo je da
su tu uklju€eni brojni mehanizmi o kojima ovisi da li ¢e se razviti tumorska
kaheksija. U nasih ispitanika ona nije bila prisutna u onoj fazi kada su oni uklju¢eni
u istrazivanje.

Rak plu¢a u vise od 80% slu€ajeva uzrokuje duhanski dim, no u 20%

oboljelih Zena se javlja unato¢ tome Sto nisu nikada puSile (1). U naSem

85



istraZzivanju od svih oboljelih, 9,1% Zena su bile nepusaci, a samo 3,9%
muskaraca su bili nepusaci. Medu pu$acCima bilo je 23,0% Zena i 77,0%
muskaraca.

Od 230 ispitanika 87% su bili pusaci, $to je u skladu s podacima iz literature
(3). Brinkmanov indeks bio je 884,4, dok je i istrazivanju Shiha i suradnika bio
605,2. Ovaj podatak moze i¢i u prilog objasnjenju S§to je u nasoj skupini bilo vise
skvamoznog karcinoma nego adenokarcinoma, suprotno nego u istrazivanju
kineske populacije. Usporedujuc¢i nase rezultate s onim od Seifarta i suradnika vidi
se da je u naSem istrazivanju bio prisutan karcinom malih stanica u 12,6%
bolesnika, a u njemackoj populaciji u 16,5% ispitanika, §to ne predstavlja statisticki
znacajnu razliku. Bolesnici sa skvamoznim karcinomom pluca i karcinomom malih
stanica imaju veci Brinkmanov indeks nego bolesnici s adenokarcinomom, tj. ta
dva tipa karcinoma pluc¢a su vise povezani s puSenjem i njihovo javljanje korelira s
brojem dnevno popusenih cigareta i godinama pusenja (114).

Poznato je da Zene pusaci ranije oboljevaju od raka plu¢a nego muskarci
koji su pusaci. U Zena pusaca, koje su oboljele od raka plu¢a, ustanovljena je visa
razina DNA adduct-a (engl. DNA adducts) (239). To govori da su zene pusSadi
ugrozenije jer imaju viSu razinu DNA adduct-a. To su najviSe proucavani
biomarkeri u tumorima, a nastaju vezanjem nekog ksenobiotika za molekulu DNA,
a koji u sljiedec¢em koraku mogu dovesti do nastanka mutacije. Njihovim mjerenjem
u ciljnom organu (pluéno tkivo ili stanice BAL-a u karcinomu plu¢a) mozemo
izravno mijeriti bioloSki efektivnu dozu. DNA adduct je poviSen jer je u zena
CYP1A1 ekspresija gena znacajno vi$a. Citokrom P4501A1 (CYP1A1) gen kodira

najvazniji enzim u metabolizmu policiklickih aromatskih hidrokarbonata (engl.
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polycyclic aromatic hydrocarbons, PAH), Cija aktivacija dovodi do stvaranja vece
koli¢ine reaktivnog DNA adduct-a.

Ostecenja respiratornog epitela zbog pusenja igraju vrlo vaznu ulogu u
postepenom procesu karcinogeneze. Geneticki ¢imbenici takoder sudjeluju u tom
procesu, $to moze objasniti zasto u istrazivanju Miller-a i suradnika ¢ak oko 18%
pusaca oboli od raka plu¢a (38). Neoplasti¢ka transformacija, tumorska progresija
i metastaze su Cesto povezane sa nizom stecenih ili konstitutivnih genetskih
promjena u stanicama tumorskog tkiva. Vazni aspekti ispitivanja tih promjena su
rana dijagnoza, bolje pracenje bolesnika i uspjesnije lije€enje odredenih tumora.

Svoje mjesto ovdje ima i molekularna epidemiologija, naroc€ito u ranom
otkrivanju i prezivljavanju bolesnika s rakom plu¢a, obzirom na male pomake u
probiru i lije€enju te bolesti (240). Prednost molekularne epidemiologije pred
J[radicionalnom” epidemiologijom je slijedeéa: pri prouCavanju povezanosti
puSenja i karcinoma pluéa, tradicionalna epidemiologija je ograniCena na
nepouzdanu procjenu broja popusenih cigareta i duzine pusenja. Takav pristup
ima brojne nedostatke, posebno u slu€aju pasivhog pusenja. Medutim, ako
molekularnim tehnikama izmjerimo serumsku razinu biomarkera kotinina,
dobivamo precizne podatke jer zapravo mjerimo razinu biomarkera Cija se
koncentracija izravno mijenja (raste) s brojem popusSenih cigareta (241). Tako
mozemo utvrditi koji pusaci imaju najvedi rizik za rak plu¢a. Od vaznosti su ovdje i
mehanizmi popravka DNA. Genetske promjene koje su povezane s popravkom
DNA ili apoptozom mogu utjecati na efekt kemoterapije ili radioterapije u NSCLC
(203).

Svi karcinomi plu¢a su subtipovi bronhogenog karcinoma tj. tumora koji se

razvio iz epitelnog tkiva. Cetiri najée$¢a subtipa karcinoma pluéa jesu skvamozni
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karcinom, adenokarcinom, karcinom pluéa malih stanica i nediferencirani
karcinomi plu¢a ne-malih stanica (114). Oni €ine oko 90% svih histoloSkih vrsta
karcinoma plu¢a. U na8im rezultatima bilo je 67 (29,1%) adenokarcinoma, 113
(49,1%) skvamoznih karcinoma, 29 (12,6%) karcinoma malih stanica i 21 (9,2%)
ostalih karcinoma. Sli€na zastupljenost pojedinih histoloSkih tipova karcinoma
plu¢a bila je u nasoj ustanovi i prije 8 godina (36). U SAD zadnjih dvadesetak
godina incidencija karcinoma plu¢a ima tendenciju pada u odnosu na druge
maligne tumore, raste uclestalost adenokarcinoma, a pada broj skvamoznih
karcinoma pluca, §to se razlikuje u odnosu na na$e rezultate (110). Usporedujudi
rezultate istrazivanja Wahbah-a i suradnika i naSeg istrazivanja ustanovili smo da
kod nas ima viSe skvamoznih karcinoma u muskaraca (55,8%) i zena (32,8%)
nego adenokarcinoma u muskaraca (23,9%) i zena (41,8%). U americkoj
populaciji bilo je 31,6% skvamoznih karcinoma u muskaraca i 25,4% u Zena, dok
je adenokarcinoma bilo 36,8% u muskaraca i 46,5% u Zena. Incidencija karcinoma
plu¢éa malih stanica u nasem istrazivanju bila je 11,7% u muskaraca i 14,9% u
Zena, dok je u podacima iz SAD bilo 13,7% muskaraca i 18,3% Zzena s
karcinomom malih stanica. Veca incidencija skvamoznog karcinoma pluca u
nasem istrazivanju moze se protumaciti rezultatima poduzetih mjera protiv pusSenja
u SAD, buduéi da je skvamozni karcinom plu¢a zna€ajno povezan s pusenjem
(114). Istu tezu ne mozemo primijeniti na karcinom plu¢a malih stanica, koji je u
ameri¢koj populaciji ¢e$¢i nego u nasoj ispitivanoj skupini, a takoder je znacajno
¢eS¢i u pusaca. Adenokarcinomi u Zena pokazuju sliCne rezultate u nasoj i u
ameri¢koj skupini §to potvrduje spoznaju da adenokarcinomi pluéa u Zena su u

porastu u cijelom svijetu.

88



Rana dijagnostika karcinoma pluca je veliki problem zbog kasnog javljanja
simptoma (91). To je potvrdeno i u naSem istrazivanju gdje je prvi i drugi stadij
bolesti imalo 45 bolesnika, a treci i Eetvrti 185 bolesnika. Samo 19,6% bolesnika
otkriveno je u ranim stupnjevima karcinoma pluca, u kojih je lije€enje ucinkovitije i
prognoza bolesti bolja.

Od 230 ispitanika u njih 28 (12,2%) je ranije ustanovljen primarni maligni
tumor druge lokalizacije. Rak grkljana bio je prisutan u 8 bolesnika, rak mokraénog
mjehura u dva bolesnika, rak vrata maternice u 5 bolesnica, rak zdrijela u jednog
bolesnika. Svi navedeni karcinomi ¢eS¢e se javljaju u pusaca (219, 242, 243).
Promjene na DNA specificne za djelovanje duhanskog dima (DNA adduct)
pronadene su i u stanicama cervikalnog epitela. Na taj nacin se potvrdila sumnja
da pus$enje igra ulogu u razvoju karcinoma vrata maternice (243). Osim pusenja,
kao zajednickog €imbenika rizika za navedene tumore i rak pluc¢a, drugi karcinom
u istog bolesnika moze biti posljedica radioterapije i kemoterapije, koja se
provodila u lije¢enju prvog malignog tumora (244). Dolazi do imunodeficijentnog
stanja organizma $to pogoduje nastanku drugog tumora. Ostali nasi ispitanici imali
su ranije karcinom debelog crijeva, dojke, koze, prostate, bubrega, glave i maligni
tumor mozga, koji su lije€eni radioterapijom i/ili kemoterapijom. U dva bolesnika
karcinom plu¢a je bio tre¢i maligni tumor. Jedan ispitanik bolovao je ranije od
tumora mozga i karcinoma grkljana, a drugi od karcinoma grkljana i prostate. U
oba bolesnika bio je prisutan karcinom grkljana, koji je najées¢i karcinom koji se
pojavljuje zajedno s primarnim karcinomom pluc¢a. U ispitivanju multiplih primarnih
karcinoma u poljskoj populaciji utvrdeno je da se u 12,5 % karcinom pluca
pojavljuje kao konkomitantni karcinom, dok je u nasem istrazivanju taj postotak bio

12,2% (245). U istom ispitivanju karcinom grkljana bio je u 35,5% zastupljen kao
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drugi primarni karcinom, a kombinacija karcinoma pluc¢a i grkljana bila je prisutna u
21,1% ispitanika. Prilikom otkrivanja drugog primarnog karcinoma u 80,3% radilo
se o puSacima. Ovi rezultati govore o pusenju kao glavnom razlogu za javljanje
drugog ili treceg primarnog tumora, koji se €eSce javljaju nekoliko godina od
utvrdivanja prvog tumora, a znatno rjede istovremeno (245). Osim puSenja smatra
se da ovdje svoju ulogu ima i genetska predispozicija za malignu bolest.

Chaturvedi i suradnici su utvrdili na uzorku od preko 100 000 bolesnica s
rakom vrata maternice da je kumulativni rizik od drugog primarnog tumora 22,2%
u Zzena u kojih je rak vrata maternice ustanovljen u dobi prije 50 godina, a 16,4% u
Zzena koje su imale vise od 50 godina kada je utvrden rak vrata maternice (244).
Nasi rezultati su u skladu s navedenima, iako to€nija evaluacija nije moguca zbog
nedostatka podataka potrebnih za ocjenu rizika od razvoja drugog tumora.

Obzirom na familijarnu pojavnost bolesti 12,2% bolesnika imalo je srodnika
s rakom pluca, a 21,3% srodnika s karcinomom drugog sijela. U americkoj
populaciji familijarna pojavnost bolesti u istraZivanju s viSe tisuca ispitanika bila je
7,1% za karcinom plué¢a (246). U tom istrazivanju utvrdeno je da je familijarna
prisutnost karcinoma izrazenija u starijin bolesnika. Prisutnost maligne bolesti u
familiji je poticaj za raniji i ustrajniji probir bolesnika.

PreZivljavanje bolesnika s rakom pluc¢a ovisi o stadiju bolesti kod
utvrdivanja dijagnoze, dobi, spolu i histoloskom nalazu. Jednogodi$nje
prezivljavanje u Europi za muskarce je 31%, dok je za Zzene 29%. Petogodi$nje
prezivljavanje u Europi za muskarce je 10%, a za Zene 11%. Mladi bolesnici imaju
bolju prognozu u odnosu na starije. Oni u kojih je rak plu¢a ustanovljen prije 50-te

godine Zivota imaju 5-godiSnje prezZivljavanje 12%, a oni izmedu 60 i 69 godina
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6%. Srednje vrijeme prezivljavanja u nasoj istrazivanoj skupini bilo je 9,8 mjeseci.
Ono se znacajno ne razlikuje od vremena prezivljavanja u Europi i SAD (247).

Terapijski postupci u naSih ispitanika provedeni su prema uobiajenim
protokolima za lije€enje pojedinih stadija i tipova karcinoma plu¢a (142). U 142
(61,7%) bolesnika nije provedeno nikakvo lije€enje zbog opceg loSeg stanja, Sto
govori u prilog da se karcinom pluca naj¢eSée otkriva u uznapredovalu stadiju
bolesti. Rezultati kirurS8kog lije€enja, kemoterapije, radioterapije ili kombinacije
navedenih vrsta lije€enja nisu statisticki obradeni, obzirom na prezivljavanje i
kvalitetu Zivota, zbog malog broja ispitanika u pojedinim skupinama. Od
provedenih vrsta lije€enja najce$ce je koriStena kombinacija radioterapije i
kemoterapije, u 29 (12,6%) bolesnika, i radioterapija (radikalna ili palijativna) u 23
(10,0%) bolesnika. U samo 9 (3,9%) bolesnika provedeno je kirurdko lijecenje, a u
5 (2,2%) bolesnika kirursko lijecenje zajedno s kemoterapijom i radioterapijom. Ti
podaci govore da se karcinom pluéa u operabilnoj fazi otkriva rijetko $to potvrduju i
podaci o stadiju karcinoma u vrijeme otkrivanja bolesti (19,6% u prvom i drugom
stadiju) u nasih ispitanika.

Agresivnost karcinoma pluéa uzrokovana je u prvom redu razvojem
metastaza. Karcinom pluéa metastazira u regionalne limfne ¢&vorove, jetru,
nadbubrezne Zlijezde, kontralateralno pluc¢e, mozak, kosti. Lokalizacija metastaza
ovisi o karakteristikama stanica karcinoma i o mikrouvjetima pojedinog organa.
lako se pusenje smatra najvaznijim uzrokom raka pluca, jer 80-90% bolesnika su
pusaci, biologija karcinoma plu¢a je kompleksna i jo$S slabo poznata, a razliciti
biomarkeri su uklju€eni u progresiju ovog malignog tumora. Kemokini su vazna
familija proteina, koja je uklju€ena u tumorigenezu i razvoj metastaza karcinoma

plu¢a u odredeni organ (248).
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Ispitani su uobicajeni laboratorijski nalazi koji se koriste u klinickom radu u
dijagnostici i lije€enju karcinoma plu¢a. Utvrdeno je da su poviSene vrijednosti SE,
leukocita, neutrofilnih granulocita i CRP, S§to su nespecifiCni znakovi prisustva
tumora, ali mogu biti i pokazatelji sekundarne upale, koja je Cesto prisutna u
karcinomima plu¢a. PoviSena je vrijednost CEA, koji je nespecifiCan tumorski
marker, ¢esto prisutan u karcinomu pluc¢a, a vrijednosti mu rastu sa stupnjem
uznapredovalosti tumora. PoviSena je i vrijednost LDH, koja je nespecifi¢ni znak
prisutnosti malignih tumora uopée, a izrazito raste kod razvoja metastaza (249).
Ovi i drugi tumorski markeri, osim u otkrivanju tumora pluc¢a, imaju svoju vaznost u
pracenju odgovora na terapiju, u ranom otkrivanju reaktivacije tumora, u novim
terapijskim shemama, kao i u sekundarnoj prevenciji.

Glukoza u krvi bila je tek nesto iznad gornje granice referentnih vrijednosti
(6,5 mmol/L), &to nije u skladu s literaturnim podacima, gdje je vrijednost glukoze u
krvi u uznapredovalih tumora pluéa s metastazama Cesto snizena (250). To se
deSava zbog povecanog stvaranja i lu€enja od strane tumora inzulinu sli€nog
Cimbenika rasta | i Il (251). Ektopi¢no lu€enje hormona koje dovodi do
hipoglikemije u sklopu je paraneoplasti¢kog sindroma.

Srednja vrijednost eritrocita je na donjoj granici referentnih vrijednosti, a
snizena je srednja vrijednost hemoglobina, §to govori u prilog prisutne anemije u
ispitivanoj skupini. Anemija se €eSce javlja u uznapredovalim stadijima maligne
bolesti. Mehanizmi odgovorni za anemiju su, u gotovo svim slu€ajevima, izvan
tumora i mogu imati nekoliko uzroka. Povecana destrukcija eritrocita moze biti
posljedica hipersplenizma, mikroangiopaticke hemolize i autoprotutijela, koja se
posebice nalaze u slu€ajevima limfoproliferacijskin malignoma. Smanjeno

stvaranje eritrocita moze biti posljedica nedostatka Zeljeza, povezanog s
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krvarenjem, nedostatka vitamina By, ili folata, ispraznjenja eritrona zbog
nakupljanja tumora u kostanoj mozdini, sekundarne toksi¢nosti zbog kemoterapije
ili radioterapije, te u kroni¢noj anemiji upalne bolesti. Anemija kroniCne bolesti
nastaje zbog poremecaja distribucije Zeljeza koje je nisko u serumu, a povec¢ano u
depoima (feritin). Zeljezo se vezuje u monocite i makrofage. IL-1, TNF-a i IFN-y
oslobodeni u upalnom odgovoru potiskuju stvaranje eritropoetina $to doprinosi
nastanku anemije (252).

Razlic¢ite promjene DNA mogu nastati zbog utjecaja okolisnih ili endogenih
karcinogena. Mnoge od ovih promjena, ako se ne isprave, mogu dovesti do
genetske nestabilnosti, mutageneze i stani¢ne smrti. DNA popravci su vazni za
odrzavanje integriteta DNA i prevenciju karcinogeneze. Ispitivanja karcinoma
pluéa su usmjerena na otkrivanje utjecaja SNP-a u pojedinim genima, a od
posebne je vaznosti DNA popravak gena. Genetske promjene mijenjaju
moguénost DNA popravka i pretpostavlja se da je to povezano s rizikom nastanka
karcinoma plu¢a. To potvrduju mnoga istrazivanja koja ukazuju da je povezanost
izmedu rizika od karcinoma plu¢a i SNP-a vrlo jako izrazena (199). Otkrivanje
novih polimorfizama i usavrSavanje genotipizacije omoguciti ¢e bolju analizu
razli¢itih gena kroz mnoge DNA popravke.

TNF- a je proinflamatorni citokin koji ima vaznu ulogu u patogenezi upalnih,
autoimunih i malignih bolesti (229). lako je njegovo osnovno djelovanje
protutumorsko, zapazeno je da on djeluje i tumorigenicno in vitro i in vivo (223).
TNF sudjeluje u karcinogenezi poti€uci proliferaciju, invaziju i metastaziranje
tumorskih stanica (232). Ispitivani su polimorfizmi u TNF-a promotorskoj regiji da
bi se utvrdili imunolo$ki odgovori u viSe vrsta karcinoma. Do sada su Cesto

ispitivani polimorfizmi TNF-a-308 i TNF-a-238 u mnogo vrsta karcinoma, razli€itih
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sijela. Rezultati su sasvim kontradiktorni. Razlozi za to su Sto su ispitivane
populacijske skupine iz raznih dijelova svijeta, ekspresija TNF-a je regulirana na
razini transkripcije, a razli¢iti polimorfizmi unutar TNF-a promotorske regije su
povezani s razinom stvorenog TNF-a, $to doprinosi razli¢itom tijeku bolesti (232).
Koriste¢i PCR-RFLP tehniku ispitali smo polimorfizme TNF-a-308 i TNF-a-238 u
bolesnika s primarnim karcinomom pluéa i u kontrolnoj skupini zdravih, nesrodnih
ispitanika, uparenih po dobi i spolu. Namjera nam je bila utvrditi da li polimorfizmi
TNF-a-308 i TNF-a-238 utjeCu na podloZznost razvoja karcinoma pluca ili imaju
protektivnu ulogu. Utvrdili smo i kakav je odnos navedenih polimorfizama TNF-a i
stupnja tezine bolesti. Posebno su ispitani ovi polimorfizmi za svaki tip NSCLC
(adenokarcinom, skvamozni karcinom, ostali karcinomi), kao i za karcinom pluc¢a
malih stanica. Ovakvo istrazivanje je po prvi put provedeno u nasoj populaciji i po
prvi put u kavkaskoj populaciji. Takoder, to je prvo istrazivanje polimorfizama TNF-
0-308 i TNF-a-238 koje ukljuCuje sve tipove karcinoma pluéa, ukljuCujuci i
mikrocelularni karcinom. Rezultati Shih-a i suradnika, dobiveni u kineskoj
populaciji, su prvi i jedini do sada objavljeni o polimorfizmima TNF-a-308 i TNF-a-
238 u NSCLC, te je bilo od znanstvenog interesa utvrditi kakve ¢e se genetske
promjene naci u nasoj populaciji ispitivanoj pod istim uvjetima (19). U ispitivanoj
kineskoj skupini utvrdeno je da polimorfizmi TNF-a-308 i TNF-a-238 su znacajno
povezani s pojavnoscu i tezinom karcinoma plu¢a u odnosu na kontrolnu skupinu.
Takoder je utvrdeno da -308 A alel ima promotivni utjecaj za nastanak i progresiju
raka plu¢a, a da -238 A alel ima protektivhu funkciju prema karcinomu pluc¢a u
ispitanoj populaciji Kineza. Prethodno je provedeno ispitivanje u njemackoj

populaciji s primarnim karcinomom pluéa, ali samo za polimorfizam TNF-a-308 u
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odnosu na podloznost za karcinom pluéa, ali ne i za tezinu tj. stadij bolesti kada se
karcinom plu¢a ustanovio (18).

Nasi rezultati ne pokazuju statistiCki znacajne razlike izmedu kontrolne
skupine i ispitanika s karcinomom plu¢a u odnosu na genotipove AA, GA i GG
TNF-a-308 i TNF-a-238. Takoder, nismo potvrdili povezanost izmedu
polimorfizama TNF-a-308 i TNF-a-238 i svih histolo$kih tipova i stadija karcinoma
plu¢a, pa zbog toga ne mozemo rec¢i da ovi polimorfizmi utje€u na podloznost i
tezinu maligne bolesti obzirom na sve ispitanike. Medutim, kada smo bolesnike
podijelili na NSCLC i SCLC i uzeli u obzir stadije karcinoma pluca, prilikom
uklju€ivanja ispitanika u ovo istraZivanje, utvrdili smo da je TNF-a-238 G alel
statistiCki znacajno €esc¢i (p=0,02) u tezim oblicima bolesti tj. u uznapredovalim
stadijima (tre¢i i Cetvrti) SCLC, kada ve¢ postoje metastatske promjene u
udaljenim organima. Napominjemo da je ova statistiCka analiza radena na 29
ispitanika koji su bolovali od karcinoma plu¢a malih stanica, §to predstavlja mali
uzorak. Isto tako je vazno istaknuti da se u klinickom radu karcinom pluc¢a malih
stanica dijeli na skupinu gdje je tumor prisutan kao ograni¢ena ili lokalna bolest
(tumor je prisutan u jednom hemitoraksu, uklju€ujuéi i supraklavikularne limfne
¢vorove iste strane) i skupinu gdje postoji proSirena bolest (bilo koji stadij bolesti
koji je uznapredovao u odnosu na lokalnu bolest). Ova je podjela nezavisni
prognostiCki pokazatelj i viSe se koristi u klinickom radu nego TNM stupnjevanije.
TNM Klasifikacija ima prednost u klinickom pracenju bolesti, u pra¢enju rezultata
lije€enja, te je u tom smislu od Koristi za karcinom plu¢a malih stanica isto kao za
NSCLC. Uzimajuéi u obzir ova ograni¢enja (mali broj ispitanika i uobiCajenost
klinicke podjele karcinoma pluéa malih stanica na ograni¢enu i proSirenu malignu

bolest), mozemo zakljuciti da je G alel TNF-a0-238 &e&¢i u uznapredovalim
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stadijima karcinoma plu¢a malih stanica i da doprinosi l0Sijoj klini¢koj slici bolesti.
To je sukladno rezultatima istrazivanja karcinoma dojke, gdje je utvrdeno da je -
238 G alel povezan s vecom produkcijom TNF-a (220). 1z ovih rezultata mozemo
zakljuciti da TNF-a utje€e na karcinogenezu time $to ju ubrzava i dovodi do tezih
oblika malignih tumora, kako primarnih, tako i metastaza. Istrazivanja u bolesnika
s multiplom sklerozom pokazuju da je -238 G alel ¢eSc¢i kod tezih neuroloskih
oStecenja, a takoder je isti alel ucestaliji u agresivnijem obliku reumatoidnog
artritisa (220). Ove razlike u rezultatima o ulozi TNF-a polimorfizama mogu biti
zbog nejednakosti u etiologiji karcinoma pluc¢a u bolesnika razli¢itog etni¢kog
podrijetla.

Na$i rezultati su jednaki onima u njemackoj populaciji, koji ne pokazuju
statisticki zna€ajne razlike izmedu zdravih ispitanika i bolesnika s karcinomom
pluéa (NSCLC i SCLC) u odnosu na razliite genotipove TNF-a-308 (18). Seifert i
suradnici su u svom istrazivanju ukazivali na povezanost izmedu IL-10-1082-G
alela i SCLC. lako mehanizmi ove korelacije nisu jo§ posve odredeni, zna se da
upalni procesi mogu dovesti do lokalnih respiratornin promjena, koje mogu
rezultirati povec¢anim rizikom za rak pluéa. NajviSe rezultata u tom smislu je
dobiveno ispitivanjem kroni¢ne opstruktivhe pluéne bolesti. Nije utvrdena genska
podudarnost KOPB-a i karcinoma pluc¢a (38). Osim nedostatka alfa-1 antiproteaze,
drugi genetski uzroci KOPB-a nisu poznati.

Ispitivana je i povezanost polimorfizama TNF-a-308 i TNF-a-238 s
pojavnoScu bronhopulmonalne displazije (engl. bronchopulmonary dysplasia,
BPD). BPD je najCeS¢a kroni¢na bolest pluéa u novorodencéadi (253). Obi¢no se
javlia u nedonos$cadi, pocinje jo$ intrauterino, a onda progredira poslije poroda i

rezultira zaostajanjem u razvoju plu¢a i alveolarnoj hipoplaziji. Zapazeno je da se
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c¢eSce javlja u nedonosScadi koja su bila na strojnoj ventilaciji ili su lije¢ena
prolongiranom terapijom kisika (232). Radi se o bolesti u kojoj interferiraju
geneticki i vanjski ¢imbenici. Genetske promjene uklju¢ene u patogenezu BPD su
u fazi istrazivanja. Razvila se hipoteza da polimorfizam TNF-a povecéava rizik
nastanka BPD. To nije dokazano u istrazivanju polimorfizama TNF-a-308 i TNF-a-
238 u nedono&cCadi s BPD-om, niti je utvrdena povezanost tih polimorfizama s
tezinom bolesti (254). Kazzi i suradnici su utvrdili da A alel TNF-a-238 smanjuje
pojavnost i teZinu kliniCke slike BPD (255).

U istrazivanju polimorfizma IL-10 gena na poziciji 1082-A alela u
agresivnom periodontitisu u iranskoj populaciji nije nadena razlika u frekvenciji
alela u bolesnika i zdravih osoba (256). IstraZzivanjem polimorfizma IL-10 u
karcinomu pluéa u Kineza nadena je znacajna povezanost tog polimorfizma i
NSCLC $&to govori u prilog sudjelovanja citokina u karcinogenezi raka pluca (257).

Ispitivanja polimorfizma TNF-a-308 i/ili TNF-a-238 u ostalim karcinomima
dala su vrlo razli¢ite rezultate (Tablica 5.). Moguéi razlog za to je razliita etnicka
pripadnost bolesnika. Genotipska i alelska frekvencija TNF-a-308 i TNF-a-238
polimorfizama u razli¢itih populacija izrazito varira u odnosu na etni¢ku skupinu
(221). Drugi moguci razlog za gore navedene rezultate su razlike u nacinu
provodenja istrazivanja i analizi podataka, ili tip | tj. tip Il statisticke greske. lako
nase istrazivanje ima 80% snagu da otkrije dvostruki porast frekvencije TNF-a-238
A alela, broj bolesnika s TNF-a-238 GA genotipom je vrlo mali (N=14) da bismo
mogli donositi konacne zaklju¢ke o utjecaju TNF-a-238 polimorfizma na analizu
podgrupe raka pluéa. Potrebna su daljnja istrazivanja u veéim skupinama
bolesnika iz populacija razli¢itih genetickih struktura, da bi se dokazala

potencijalna uloga TNF-a polimorfizma u odnosu na podloznost karcinoma pluca.
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Ovdje istiCemo da i drugi geni imaju utjecaja na razvoj karcinoma pluca, kao IL-10,
IL-1, IL- 6, IL-8, IL 4, TNF-B, IFN-y, transformirajuc¢i ¢imbenik rasta-beta (engl.
transforming growth factor-beta, TGF-B8) i drugi (18, 19, 219, 227). Isto tako
interindividualne razlike u razini TNF-a doprinose polimorfizmima unutar TNF-a
promotorske regije (19).

Shih i suradnici (19) su u svom istrazivanju utvrdili da postoji statisticki
znacajna razlika za TNF-a-308 GA distribucije genotipa izmedu kontrolne skupine i
NSCLC (p<0,0001). Analizom logisticke regresije utvrden je veci OR u ispitanika s
TNF-a-308 AA i GA genotipovima u odnosu na genotip GG za sve NSCLC (OR
3,75, 95% CI 2,38-5,92, p<0,0001), adenokarcinom (OR 4,38, 95% Cl 2,62-7,32,
p<0,0001) i skvamozni karcinom plu¢a (OR 6,50, 95% CI 2,89-14,7, p<0,0001).
Bolesnici s jednim ili dva TNF-308 A alela imali su karcinom pluéa u
uznapredovaloj fazi (p=0,017). Za TNF-a-238 GA polimorfizam postoji statisticki
znacajna razlika TNF-a-u distribuciji genotipa izmedu zdrave populacije i bolesnika
s NSCLC (p<0,0001). Analizom logistiCke regresije utvrdeno je da nizi OR imaju
ispitanici s NSCLC (OR 0,26, 95% CI 0,13-0,50, p<0,0001), adenokarcinomom
(OR 0,20, 95% CI 0,08-0,49, p<0,0001) i skvamoznim karcinomom plu¢a (OR
0,35, 95% CI 0,15-0,82, p<0,0001), koji imaju TNF-a-238 AA i GA genotipove, u
odnosu na one s GG genotipom, koji je oznacen s 1,00. Bolesnici s jednim ili dva
TNF-a-238 A alela imali su karcinom pluca u ranijem stadiju (p=0,001).

U nasem istraZzivanju nismo utvrdili da postoji statistiCki znac¢ajna razlika u
distribuciji TNF-a-308 genotipova izmedu kontrolne skupine i svih tipova
karcinoma plu¢a (p=0,83). Analizom logistiCke regresije nije utvrden vec¢i OR u
ispitanicima s TNF-a-308 AA i GA genotipovima u odnosu na genotip GG za sve

tipove karcinoma plu¢a (OR 0,96, 95% CI 0,62-1,48), adenokarcinom (OR 1,20,
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95% CI 0,60-2,41), skvamozni karcinom plu¢a (OR 0,80, 95% CI 0,47-1,36),
ostale karcinome (OR 0,86, 95% CI 0,30-2,62), NSCLC (OR 1,09, 95% CI 0,71-
1,68) i SCLC (OR 1,32, 96% CI 0,48-3,83). Bolesnici s jednim ili dva TNF-308 A
alela nisu imali karcinom pluéa u uznapredovaloj fazi (p=0,47). Za TNF-a-238 GA
polimorfizam ne postoji statistiCki zna€ajna razlika u distribuciji genotipova izmedu
zdrave populacije i bolesnika s karcinomom pluéa (p=0,71). Analizom logisticke
regresije nije utvrdeno da nizi OR imaju ispitanici sa svim tipovima karcinoma
plu¢éa (OR 1,15, 95% CI 0,52-2,57), adenokarcinomom (OR 0,93, 95% CI 0,30-
3,0), skvamoznim karcinomom plu¢a (OR 1,61, 95% CI 0,54-5,19), ostalim
karcinomima (OR 0,71, 95% CI 0,14-4,83), NSCLC (OR 0,97, 95% CI 0,44-2,15) i
SCLC (OR 1,01, 95% CI 0,20-6,73), koji imaju TNF-a-238 AA i GA genotipove, u
odnosu na one s GG genotipom, koji je oznacen s 1,00. Bolesnici s jednim ili dva
TNF-a-238 A alela nisu imali karcinom pluéa u ranijem stadiju (p=0,28).

Analizirali smo i genotipove bolesnika kojima je primarni karcinom plu¢a bio
vec drugi ili tre¢i primarni maligni tumor. Treéi maligni tumor imali su samo dva
bolesnika te od toga nismo mogli saciniti posebnu skupinu, ve¢ su obradeni
zajedno s onima kojima je ispitivani karcinom plu¢a bio drugi maligni tumor. Tom
analizom je ustanovljeno da je homozigotni genotip GG TNF-a-238 bio prisutan u
svih 28 bolesnika u kojima karcinom pluéa nije bio prvi primarni maligni tumor. To
je statisti¢ki znac¢ajno (p=0,000) u odnosu na skupinu od 202 bolesnika s prvim
primarnim karcinomom plu¢a gdje je 188 (93,0%) imalo GG genotip TNF-a-238, a
14 (7,0%) bolesnika imalo je GA genotip TNF-a-238. Za polimorfizam TNF-a-308
nije utvrdena statisti¢ki znac¢ajna razlika u genotipovima izmedu bolesnika s prvim i
drugim ili tre¢im primarnim malignim tumorom (p=0,24). Uzimajuci u obzir da je

samo 28 (12,2%) bolesnika imalo ranije jedan ili dva primarna maligna tumora,
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smatramo ipak vaznim istaknuti statisticku znacajnost GG TNF-a-238, koja govori
da je G alel TNF-a-238 predisponirajuc¢i za malignu bolest, a da A alel TNF-a-238
ima protektivnu ulogu u nastanku i razvoju malignog tumora plu¢a. Ovi rezultati
podupiru pretpostavku da osim vanjskih ¢imbenika (puSenje u karcinomu pluca,
grkljana, mokraénog mjehura, vrata maternice, glave i vrata) postoji i genetska
predispozicija za malignu bolest.

Ispitana je frekvencija genotipova u odnosu na spol ispitanika. Nije nadena
statisticki znacajna razlika izmedu muskaraca i zena za TNF-a-308 (p=0,67) niti za
TNF-a-238 (p=0,38).

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u frekvenciji genotipova obzirom
na BMI. Za TNF-a-308 p=0,87, a za TNF-a-238 p=0,34. Ovo ispitivanje je radeno
da bi se utvrdilo da li odredeni genotip ima vecu predispoziciju prema gubitku
tjelesne mase u bolesnika s rakom pluca.

Frekvencija alela (G i A) TNF-a-308 i TNF-a-238 polimorfizama u svih
bolesnika i kontrolne skupine nije pokazivala statisti¢ki znacajne razlike, (p=0,64
za TNF-a-308 i p=0,71 za TNF-a-238). Statisticki zna¢ajna razlika nije nadena niti
kada su se ispitivali posebno karcinomi plu¢a ne-malih stanica (p=0,59 za TNF-a-
308 i p=0,83 za TNF-a-238) i karcinom plu¢a malih stanica (p=0,82 za TNF-a-308
i p=0,99 za TNF-a-238).

Ispitali smo neke laboratorijske nalaze, koji se mogu dovesti u vezu s
nastankom, progresijom i prognozom karcinoma plu¢a, u odnosu na pojedine
genotipove TNF-a-308 i TNF-a-238 polimorfizama (251, 258, 259). Utvrdeno je da
je su neutrofilni granulociti u bolesnika s TNF-a-308 GA i AA genotipovima u
odnosu na GG genotip statisticki znacajno visi (p=0,049). To je u skladu s

podatkom da su neutrofilni granulociti u karcinomu pluéa u prosjeku poviseni, $to
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je slu€aj i u naSem istrazivanju. Nasuprot tome su vrijednosti ukupnih proteina u
krvi kod osoba s TNF-a-308 GA i AA genotipovima u odnosu na GG genotip bili
statisticki znacajno nizi (p=0,003). U karcinomu pluéa c&esto se nalazi
hipoproteinemija, naro€ito u uznapredovalim stadijima bolesti, $to nije bio slu¢aj u
nasem istrazivanju. Medutim, ispitujuci frekvenciju genotipova nalaz je u skladu s
oCekivanom hipoproteinemijom. U ova dva parametra (neutrofilni granulociti i
ukupni proteini u krvi) -308 G alel je protektivan, a -308 A alel predisponira razvoj
karcinoma pluéa. Ispitane su laboratorijske vrijednosti u 14 bolesnika koji imaju
TNF-a-238 GA genotip. Ispitujuéi izabrane laboratorijske nalaze u krvi utvrdeno je
da nijedan parametar nije statisti¢ki zna¢ajno promijenjen u bolesnika s TNF-a-238
GA u odnosu na GG genotip (216 bolesnika). Jedino u nizim vrijednostima
leukocita kod TNF-a-238 GA genotipa postoji povecani trend prema statistickoj
znacajnosti (p=0,053), ¢ime se moze pretpostaviti protektivha uloga -238 A alela u
karcinomu pluca za leukocite. Ovi izolirani nalazi funkcije A i G alela u neutrofilnih
granulocita, ukupnih proteina u krvi i leukocita su u skladu s ukupnim nalazima za
podloznost i progresiju karcinoma pluca i ispitivanju Shih-a i suradnika (19).
Karcinom plu¢a ima viSe Cimbenika u etiologiji bolesti te je potrebno,
istraZivajuci pojedine polimorfizme, koristiti kontrolirana ispitivanja. Zbog toga $to
su u karcinomu pluc¢a uklju€eni razli¢iti polimorfizmi treba biti oprezan s kriterijima
koje postavljamo, kao i s interpretacijom pojedinih nalaza. Vazno je i pracenje
svakog bolesnika ponaosob, obzirom na klinicki tijek i prognozu bolesti, uklju€ujuci

i rezultate lije€enja.
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6. ZAKLJUCCI

B frekvencije TNF-a-308 i TNF-a-238 alela i genotipova u bolesnika i u
zdravih ispitanika nije pokazala statistiCki znacajne razlike, $to ukazuje da
navedeni polimorfizmi ne utje€u na podloznost za primarni karcinom pluc¢a
u hrvatskoj populaciji.

B ne postoji razlika u frekvenciji genotipova TNF-a-308 i TNF-a-238 u
pojedinih histoloskih tipova karcinoma pluca.

B TNF-a-308 i TNF-a-238 polimorfizmi u NSCLC ne utje€u na stadij bolesti,
dok -238 G alel ima predisponiraju¢u ulogu za nastanak proSirene faze
karcinoma u SCLC (stadiji lll'i IV) (p=0,020).

B -238 G alel ima predisponiraju¢u ulogu u nastanku primarnog karcinoma
pluca u bolesnika u kojih je ranije ustanovljen neki drugi primarni maligni

tumor (p=0,000).

B usporedbom genotipova i laboratorijskih nalaza krvi naden je statistiCki
znacajan medusoban odnos izmedu -308 A alela i povidenih vrijednosti
neutrofilnih granulocita (p=0,049), te snizenih vrijednosti ukupnih proteina
periferne krvi (p=0,003).

B svi ostali ispitivani laboratorijski parametri: SE, leukociti, limfociti, eritrociti,
hemoglobin, trombociti, CRP, AF, CEA, LDH, y-GT, ALT, AST, glukoza,
kalcij, nemaju statistic¢ki znacajnu povezanost s frekvencijom ili odredenim

genotipom TNF-a-308 i TNF-a-238.
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