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Kratice

AMACR-(engl. a-methylacyl CoA racemase) a-metilacil CoA racemaza
CEA-(engl.carcinooembrynoic antigen) karcinoembrionalni antigen

cdk 2- (engl. cell division stimulating protein) protein koji poti¢e stani¢nu diobu

CT-(engl. cancer-testis) antigeni- antigeni koje kodiraju geni izraZeni u zametnim
stanicama

EGRF-(engl. epidermal growth factor receptor) epidermalni Cimbenik rasta
ELISA- (engl. enzyme-linked immunosorbent assay) imunoenzimski test
FAP-(engl. familiar adenomatous polyposis) obiteljska adenomatozna polipoza
FDA —(engl. food and drug administration) ameri¢ka agencija za hranu i lijekove
FOBT-(engl. feccal ocult blood test) test na okultno krvarenje u stolici

GIPC-1 — protein ukljuen u regulaciju signala putem G-proteina

GRP78-(engl. glukose regulated proteins) proteini koji su regulirani glukozom
HIP1-(engl. huntingtin-interactin protein) protein koji reagira s huntingtinom
HNPCC-(engl. nonpolyposis colorectal cancer) nepolipozni kolorektalni karcinom
HSP-70- (engl. heat shock protein) stani¢na stresna bjelan€evina-70

IAP-(engl. inhibitor of apoptosis proteins) inhibitori apoptoze

IGFBP- (engl. insulin-like growth factor binding-proteins) proteini koji vezu inzulinu
slican ¢imbenik rasta

MUC1-(engl. mucine 1) mucin 1

PEM-(engl. polimorfical epitelian mucine ) polimorfijski epitelijski mucin
PSA-(engl. prostate specific antigen) prostata specificni antigen

PTM- (engl. post translational modifications) posttranslacijske modifikacije
RPH3AL-(engl. rabhlin 3A like protein) protein sli¢an rabhlinu 3A

TAA- (engl. tumor associated antigen) tumorski antigen

XIAP-(engl. x-linked IAP) x vezani IAP
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1. SAZETAK:
PATOFIZIOLOSKO ZNACENJE AUTOANTITIJELA U KRVI BOLESNIKA SA

SOLIDNIM TUMORIMA, Marija Mihaljevi¢

Biomarker je bilo koja molekula koja uzrokuje promjenu fizioloSkog stanja pojedinca
na bolest,terapiju ili toksine. U tom pogledu, autoantitijela povezana s karcinomima
su odli¢éni kandidati za detektiranje karcinomskih biomarkera koji se pojavljuju kao
reakcija imunoloSkog sustava na tumor. Stvaranje autoantitijela koja se pojavljuju
prema autolognim karcinomskim antigenima nije staticno i mjerljivo je razli€itim
analizama. Autoantitijela su izrazito stabilna u humanom serumu i dugo perzistiraju
nakon uklanjanja antigena. To je njihova izrazita prednost te se koriste kao
potencijalni markeri u tjelesnim teku¢inama za detekciju karcinomskih antigena. Za
razliku od autoantitijela, karcinomski antigeni imaju kratko poluvrijeme raspada. Zbog
toga, stabilnost autoantitijela je bitna u razvoju laboratorijskih testova. Glavna uloga
pronalaska autoantitijela je u tome da se razlikuje fizioloSko stanje od patoloskog,
prvenstveno u ranim asimptomatskim fazama karcinoma. Probir biomarkera mogao
bi poboljSati dijagnostiCku vrijednost medicinskog statusa, testova i ostalih procedura.
Ostali testovi probira kao §to su mamografija i kolonoskopija pomazu u pronalasku
inicijalnih znakova karcinoma. Istrazivanje autoantitijela je bitno da bi se utvrdila
bolest u inicijalnoj fazi. U otkrivanju biomarkera su razvijene razne strategije.
Osjetljivost i specifiCnost testova mora biti dovoljno visoka da bi se autoantitijela
upotrijebila za skrining. Potrebno je daljnje istrazivanje autoantitijela i tehnika koja bi
ih otkrivale. To bi moglo doprinijeti ranoj dijagnostici karcinoma i vecem uspjehu

terapije.

Klju€ne rijeCi: autoantitijela, probir karcinoma, biomarkeri
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2. SUMMARY
PATHOPHYSIOLOGICAL ROLE OF CIRCULATING AUTOANTIBODIES IN

PATIENTS WITH SOLID TUMORS, Marija Mihaljevi¢

A bimarker is any molecule that indicates an alteration of the physiological state of an
individual relevant to disease state, treatment and toxins. In this field, autoantibodies
are beign considered as excellant cantidates for cancer markers as they represent
response of the immune system. The generation of these autoantibodies in response
to autologus cellular antigenes is not static and it is measurable by analyses.
Autoantibodies are extremely stable in serum samples and are know to persist for
extended times after removal of the antigenic factor. This is a distinct advantage for
their use and are potential markers for detection of carcinoma in human fluids.
Cancer antigens have limited half-life. Indeed, the stability of autoantibodies is
imortant for development of laboratory tests. The main objective of autoantibodies
discovery is to identify molecular markers capable of discriminating the ,healthy*
state from the ,disease“ state preferentially in the early asymptomatic stages.
Biomarker screening test may enhance the diagnostic value of physical examination,
medical tests or other procedures. Cancer screening procedures such as
mammography or screening colonoscopy serve in finding initial signs of cancer.
Different strategies have been developed in discovering biomarkers. The sensitivity
and the sensibility of screening test must be high for the detection of the
autoantibodies. Developing strategies for autoantibodies are needed. That may

contribute to early cancer detection and improvement of therapy results.

Key words: autoantibodies, cancer screening, biomarkers



3.STO SU BIOMARKERI
Biomarkeri su pokazatelji bioloSkog stanja koji se mogu mijeriti te njihova poviSena

vrijednost moZe biti indikator normalnog bioloSkog procesa, patoloSkog procesa ili
farmakoloSke reakcije na terapiju. Svaki biolo$ki sustav ima svoj specificni biomarker.

Mnogi biomarkeri su relativho jednostavni za uporabu.

Karakteristike idealnog biomarkera su:

1. Sigurnost i jednostavnost izvodenja

2. Povoljna cijena

3. Promjenjiva vrijednost tokom terapije

4. Dosljednost spolu i etni¢kim grupama

Biomarkeri se koriste za dijagnosticiranje bolesti kao Sto su tumori, endokrinolo$ke

bolesti, kardiovaskularne bolesti itd (Ananya Mandal,MD).

Tumorski biomarkeri su molekule koje proizvodi sam tumor ili reakcija imunoloskog
sustava. Tumorski biomarkeri mogu biti rezultat mutacije ili promjene u genskoj
ekspresiji ili metilaciji promotora. Sami po sebi, biomarkeri mogu biti promijenjeni

proteini ili autoantitijela. Tumorski biomarkeri se koriste u slijedecem:

1. Ranoj detekciji

2. Dijagnozi

3.Prognozi bolesti

4.Pracenju reakcije na terapiju

5. Pracenju prezivljenja



4. AUTOANTITIJELA
Autoantitijela u serumu bolesnika s tumorom su rezultat imunoloSke reakcije

organizma na prevelik izrazaj ili mutirane proteine (Tainsky, 2009). Brojne su teorije
nastanka autoantitijela. Jedna od njih je imunoloSka reakcija organizma na antigene
povezane s tumorom (TAA, prema engl. tumor associated antigens ). To se dogada u
ranoj karcinogenezi i u njoj se prepoznaju i uniStavaju stanice koje su tumorske.
Proizvodnja autoantitijela moze biti dio odgovora na izmijenjene antigene (uslijed
metilacije,degradacije ili pretjerane ekspresije proteina u oste¢enom tkivu). Takoder,
postoji misljenje da proizvodnja autoantitijela moZze biti odgovor na loSe prezentirane
i pogreSno ustrojene proteine. Proteini koji su izmijenjeni posttranslacijskim
modifikacijama (PM) mogu biti prepoznati kao ,neautologni“ proteini tj. fosforilacija,
glikozilacija i oksidacija tumorskih antigena moze stvoriti neo-epitope (Zaenker i sur.

2013).

5. IMUNOLOGIJA TUMORA
Imunoloski sustav se dijeli na humoralni i stani¢ni. Humoralnu imunost uklju€uju

antitijela dok stani¢na ukljuCuje stanice. Stanice kao $to su makrofazi i prirodno
ubilacke stanice imaju sposobnost detektiranja i unistenja antigena. T limfociti se
dijele na citotoksi€ne, pomagacke i regulatorne. Oni imaju receptore za
prepoznavanje antigena. Pomagacki T limfociti potiCu B limfocite na proizvodnju
antitijela, a citotoksicni T limfociti sluze za eliminaciju patogena. Regulacijski T
limfociti nadziru T pomagacke i T citotoksi¢ne limfocite. Princip djelovanja antitijela je
neutralizacija antigena, predoCavanje makrofazima, djelovanje putem sustava
komplementa. Funkcija imunoloskog sustava je prepoznavanje i eliminiranje
antigena. Prepoznavanje antigena moze biti oteZzano ili onemoguceno buduéi da je
puno tumorskih antigena (TAA) dio normalnih stanica te u nekim sluajevima nastaje
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tolerancija. Neki TAA nikad ne izazivaju imunolo$ki odgovor jer su prisutni samo u
embirijima ili u imunoloski privilegiranim mjestima kao Sto su mozak i testisi, gdje se
razvoj tolerancije na stani¢ne antigene ne dogada. Imunolo$ki sustav konstantno
,skenira“ tkiva da bi pronasao tumorske antigene i otklonio ih. Neki tumori mogu
napredovati u organizmu jer su tumorski antigeni slabi i ne izazivaju odgovor. Neki su
antigeni na pocetku bili jaki, ali su modificiranjem postali slabi. To je sve dio
imunoinvazivne strategije samih tumora. Promijenjena tkiva u kojima su tumorske
stanice, izrazavaju TAA. Suprimiraju¢i TAA, tumorske stanice mogu izbjec¢i odgovor
imunoloskog sustava i proliferirati. Druga imunoinvazivna strategija tumorskih stanica
je oslobadanje faktora kao sto su IL-10, FasL te TGF-B da bi se izbjegao imunolo$ki
odgovor. Buduc¢i da imunoloski sustav Cesto izbjegne imunoloSku reakciju,
znanstvenici su razvili brojne terapije i suplemente kako bi pojacali imunoloski sustav.
Razvitak imunoterapije tumora bi mogao doprinijeti eliminaciji tumora. Razvoj

imunoloskog odgovora na tumorske antigene jo$ je uvijek nedovoljno objasnjen.

6.KARCINOM DOJKE
Karcinom dojke je naj¢eSci karcinom u Zena i drugi uzrok smrti kod zena. Potrebni su

novi pristupi u skriningu, ranoj dijagnostici, prognozi i analizi rizika dobivanja bolesti
da bi se smanjio mortalitet i povecalo prezivljenje od karcinoma. Za sada je
mamografija zlatni standard probira i ona je glavni test probira za smanjenje
smrtnosti od karcinoma dojke. Osjetljivost mamografije pada s gustocom tkiva dojki.
Tako je zabilijeZzena osjetljivost od 45% u osoba s jako gustim tkivom dojki. Takoder,
mamografija moze dovesti do pogresnih rezultata (npr. dijagnostika promjena dojki
koje ne treba dalje obradivati) te dovodi do nepotrebne obrade pacijenata. UloZeni su

brojni napori da se uvede metoda probira koja ¢e detektirati rane stadije karcinoma.



Detektiranje karcinoma magnetskom rezonancom (MR) je mnogo bolja metoda nego

ultrazvuk i mamografija no ima nisku specifi¢cnost (Lacombe i sur. 2014).

6.1 BIOMARKERI KARCINOMA DOJKE | AUTOANTITIJELA
Za ranu detekciju karcinoma, testovi probira bi trebali zadovoljavati slijedece:

1. Moraju razlikovati zdrave osobe od osoba koje su bolesne.

2. Moraju imati visok stupanj osjetljivosti i specifiCnosti.

3. Mora biti omoguceno razlikovanje benignih i malignih bolesti

4. Moraju biti financijski povoljni (Lacombe i sur. 2014).

6.2 AUTOANTITIJELA NA P53
P 53 je tumor supresorski gen. Nalazi se na 17. kromosomu. Mutirani p 53 se nalazi

u karcinomskim stanicama. Promjene stanica, ukljuCujuci oStecenje DNA, aktiviraju
p53 koji je ,Cuvar genoma“ te on blokira diobu stanice s o§tecenom DNA . Popravlja
DNA prije nego Sto nastupi ciklus novog dijeljenja stanice. Kada su oStecenja stanice
velika (,nepopravljiva“) p53 potiCe proces apoptoze. Na taj nacin sprjeCava rast
abnormalnih stanica (Kuli¢ i sur. 2009). Mutirani p53 potiCe proizvodnju p21, koji
onda reagira s cdk 2 (prema engl. cell division stimulating protein). P21 je inhibitor
kinaza ovisnih o ciklinima (CDK, prema engl. cycline dependent kinases) (Gamulin i
sur. 2011). P53 poti€e proizvodnju trombospodina 1, proteina koji je inhibitor
angiogeneze. Inaktivacija p53 pridonosi nestabilnosti stanicnog genoma i povecava

vjerojatnost maligne alteracije (Piura i Piura, 2010).

Dok je u istrazivanju Angelopoulou i sur. 9% pacijenata s karcinomom dojke imalo
p53 autoantitijela, istrazivanje koje su objavili A.Kuli¢ i sur. 2009. godine, utvrdilo je
postojanje anti-p53 antitijela u 35% bolesnika s karcinomom dojke te 5% u kontrolnoj
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skupini (Angelopoulou i sur. 2000; Kuli¢ i sur. 2009). Godine pacijenata i razine p53
autoantitijela su obrnuto proporcionalne. Razina p53 autoantitijela je povezana s
veli€inom tumora, histoloSkom razvijenos¢u tumora i zahvacenosScu limfnih ¢vorova.
Razina autoantitijela je niza kod osoba koje imaju negativne receptore za estrogen i
progesteron, za razliku od onih koji su receptori bili pozitivni na hormone te imaju
veCu razinu autoantitijela. Nije utvrdena povezanost autoantitijela sa razinom
Katepsina D u citosolu niti s HER2 /neu izvanstani¢nim domenama. Pacijenti s
visokim razinama anti-p53 imaju niZze petogodisnje preZivljenje nego pacijenti s nizim
razinama anti-p53 protutijela (Kuli¢ i sur. 2009). Anti- p53 protutijela su takoder
zabilijezena kod osoba koje nemaju ekspresiju p53 a imaju tumor. Objasnjenje leZi u
tome da nekrotiCni tumori i metastaze sadrze veliku koli¢inu ,divljeg“ p53.
Autoantitjela su usmjerena na epitope koji su smjesteni na ugljikovom kraju p53
molekule. Karcinom dojke je karcinom s najboljim imunolo$kim odgovorom na p53 od
svih tumora. lako 35% pacijenata s tumorom dojke proizvodi anti-p53 autoantitijela,
nije jasno zasto mutirani p53 (koji je prisutan u 50% pacijenata s karcinomom dojke)
potiCe proizvodnju autoantitijela. Pretpostavlja se da samo p53 smjeSten na petom i
Sestom egzonu, veze za HSP-70 i poti¢e proizvodnju anti-p53 autoantitijela (Piura i

Piura, 2010).

6.3 AUTOANTITIJELA NA MUC1 PROTEIN.
Polimorfi¢ni epitelijski mucin (PEM, MUC1) je ljudski mucinski protein koji ima veliku

molekularnu masu. On je hiperglikoziliran te je u malim dozama prisutan u normalnim
epitelnim stanicama. Hipoglikoziliran i u velikim dozama je prisutan u vecini
adenokarcinoma kao $to je karcinom dojke te karcinom ovarija. Jedna treéina
bolesnika s karcinomom dojke ima autoantitijela na MUC1. Ta autoantitijela su u

slobodnoj formi ili su pridruZzena imunom kompleksu. Autoantitijela koja su pridruzena
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imunokompleksu imaju znafajnu ulogu u prognozi karcinoma, dok je prisutnost
autoantitijela u slobodnoj formi manje jasna. Osobe koje imaju autoantitijela na
MUC1 imaju povoljniju prognozu te se smatra da postojanje MUC specificnhe imunosti
smanjuje rizik za dobivanje tumora dojke. Kotera i sur. su 1994 utvrdili da je 8.3%
osoba s karcinomom dojke,16.7% osoba s karcinomom gusteracCe te 10% pacijenata
s karcinomom kolona imalo autoantitjela na MUCL1. Prisutnost ili odsutnost
autoantitijela nije korelirala s razinom cirkuliraju¢eg mucina niti stadijem bolesti (Piura

i Piura, 2010).

Von Mensdorff- Pouilly i sur. su 1996. godine utvrdili uz pomoéu ELISA testa
(prema engl. enzyme-linked immunoassay) postojanje autoantitijela na MUC1 u 2.1%
zdravih kontrola, 37.5% osoba s benignim tumorom dojke, 25.7% osoba s ranim
stadijem karcinoma dojke i 18% osoba s uznapredovalim stadijem karcinoma dojke.
20.3% bolesnika koji su imali pozitivne limfne ¢vorove i 32.4% koji su imali negativne
¢vorove su imali autoantitijela. Koli¢ina autoantitijela i stadij bolesti su bili obrnuto
proporcionalni. Dok je 50% osoba koje su imale karcinom in situ imalo autoantitijela
na MUC1, samo je 6,7% pacijenata s 5 zahvacenih limfnih ¢vorova imalo poviSenu
razinu anti-MUC1 autoantitijela. Pacijenti s udaljenim metastazama su bili
seronegativni na MUCL1. PetogodiSnje prezivljenje 13 osoba koje su imale povisenu
razinu CA-15-3 i bili anti-MUC1 seropozitivni je bilo bolje, nego petogodisnje
prezivlienje 41 osobe koji su imali poviSsenu razinu CA-15-3 ali su bili anti-MUC1
seronegativni. Autori su potvrdili da povezanost humoralne imunosti i MUC1 §titi od
progresije bolesti. Tolerancija ili nedovoljan imunoloski odgovor pridonosi

nepovoljnom ishodu bolesti (Piura i Piura, 2010).



Champan i sur. su utvrdili postojanje autoantitijela na MUC1 u 20.2% osoba s rano
dijagnosticiranim karcinomom dojke i 25% osoba s duktalnim karcinomom in situ.

Osjetljivost i specificnost za karcinom dojke u tom istraZivanju su iznosile: 23% i 98%.

Lu i sur. su ispitivali porast autoantitijela na p53, HER2, MUC1, topoizomerazu Il alfa,
IGFBP2 ( od engl. insulin-like growth factor binding protein 2), Ciklin D1 i na Katepsin
D u pacijenata s karcinomom dojke. Odgovor autoantitijela na MUCL1 je bio 20% u

karcinomu dojke, a 3% u zdravih osoba.

Autoantitijela na MUC1 imaju malu vrijednost u probiru, no predstavljaju dijagnosticki
potencijal u istrazivanju autoantitijela na TAA te njihovo detektiranje moze biti
povezano s manjim rizikom razvoja karcinoma dojke. Postojanje autoantitijela na

MUC1 je povezano s povoljnim ishodom bolesti (Piura i Piura, 2010).

6.4 AUTOANTITIJELA NA HER2/Neu/ cErbB2(p185) PROTEIN
HER2/neu je dio obitelji receptora za epidermalni ¢imbenik rasta EGFR (od engl.

epidermal growth factor). HER2/neu receptor je izrazen u 20-30% karcinoma dojke.
Osobe koje su HER2/neu pozitivne imaju loSiju prognozu i veliku incidenciju
metastaza te rezistenciju na hormonalnu i konvencionalnu kemoterapiju. Uvodenje u
terapiju anti —HER2/neu lijekova znatno je poboljSalo prognozu ovih bolesnica. U
istrazivanju Chapmana i sur. anti-HER2/neu autoantitijela su detektirana u 17%
osoba s novootkrivenim karcinomom dojke i u 12.5% osoba s duktalnim karcinomom
in situ. Osjetljivost i specificnost testova su bile 18% i 94% za karcinom dojke te 13%
i 94% za duktalni karcinom in situ. Zaklju€eno je da autoantitijela na HER2/neu imaju
malu vrijednost u probiru i ranoj dijagnozi karcinoma dojke, no moguce je da imaju

ulogu u obrani domacina (Piura i Piura, 2010).



Disis i sur. su 1994. godine, uz pomo¢ Western blot analize potvrdili postojanje
autoantitijela na HER2 u 55% pacijenata s karcinomom dojke. Ovi autori smatraju da
HER2/neu onkoprotein moze potaknuti reakciju imunoloskog sustava i posluziti za
imunoterapiju tumora. 1997 su upotrijebili ELISA test , a rezultati su bili drugadiji.
Naime, u ELISA testu su utvrdena autoantitijela na HER2/neu u 20.4% pacijenata s
karcinomom dojke. Isti autori su 2000. godine ispitivali antitijela na HER2 u bolesnica
s uznapredovalom boleSc¢u i utvrdili pozitivan rezultat u 6,6% bolesnica. (Piura i
Piura, 2010) Manja incidencija autoantitjela na HER2/neu u uznapredovalim
stadijima karcinoma dojke u usporedbi s koncentracijama u ranim stadijima bolesti,
ukazuje da bi autoantitijela na HER2/neu mogla imati ulogu u smanjenju progresije

karcinoma dojke (Piura i Piura, 2010).

6.5 AUTOANTITIJELA NA STANICNE STRESNE BJELANCEVINE
Stani¢ne stresne bjelancevine (HSP, od engl. heat shock proteins) su citoplazmatski

proteini koji se ponaSaju kao pratitelji-zastitnici molekularnih proteina u
unutarstani¢énim procesima (Gamulin i sur. 2011). HSP imaju veliku ulogu u
medusobnoj interakciji proteina uklju€uju¢i slaganje i ustroj proteina. Prvi puta su
otkriveni pri visokoj temperaturi, od tuda i dolazi podrijetlo imena. Osim poviSene
temperature, njihova je proizvodnja vezana i za upalu, infekciju, ishemiju, citotoksi¢ne

lijekove i maligna stanja. HSP su rasporedeni u obitelji prema molekularnoj masi.

Jaka ekspresija HSP-27 je povezana s kraéim preZivljenjem u karcinomu dojke.
Conroy i sur. su 1998 . godine utvrdili postojanje autoantitijela na HSP-27 u 37.8%
pacijenata sa karcinomom dojke. Mortalitet je bio nizi kod onih pacijentica koje su

imale autoantitijela, nego kod onih koje nisu imale autoantitijela.
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HSP-60 je protein koji se nalazi u mitohondrijskom matriksu. On kontrolira brojne
staniCne funkcije i pomaze u izgradnji, rastavljanju i degradaciji mitohondrijskih
proteina. Takoder je ukljuen u proces apoptoze i reagira s proteinima koji su dio
stanicnog ciklusa. Desmetz i sur. su utvrdili autoantitijela na HSP-60 u 32.6%
pacijenata s duktalnim karcinomom in situ i 31% u ranom stadiju bolesti te 4.3% u
zdravih ispitanika. Frekvencija autoantitijela je bila viSa u osoba s visokim stupnjem
DCIS (duktalni karcinom in situ) 47.8%, nego niskim stupnjem DCIS (19.2%).
Autoantitijela na HSP-60 odlikuju se specificnoScu 95.7% i osjetljivoscu 31.8%. Nije
pronadena povezanost izmedu autoantitjela na HSP-60 i estrogenskih,
progesteronskih receptora te HER-2 statusa. HSP-60 autoantitijela imaju veliki

potencijal u ranoj dijagnostici karcinoma dojke (Piura i Piura, 2010).

6.6 AUTOANTITIJELA NA GIPC-1 PROTEIN
GIPC protein je dio PDZ obitelji i uklju€en je u regulaciju G proteina te je prisutan u

karcinomu dojke i jajnika. Yalevski i sur. su upotrebljavaju¢i monoklonska protutijela
27.B1 i 27.F7, dokazali autoantitijela na GIPC-1 u 96% i 48%o0soba s duktalnim
karcinomom dojke te 90% i 53% lobularnog karcinoma dojke. GIPC-1, koji je bio
detektiran putem 27.B1 i 27.F7 protutijela, je bio prisutan samo u invazivnim
karcinomima dojke. Autori su potvrdili povezanost GIPC-1 s tumorom te smatraju da
autoantitijela na GIPC-1 imaju veliki potencijal kao marker karcinoma dojke. Salma i
sur. su testirali 22 seruma osoba s karcinomom dojke, 11 s epitelnim karcinomom
jajnika te serum zdravih kontrola. Kemoluminiscentna metoda je potvrdila 77% i 54%
autoantitijela na GIPC-1 u karcinomu dojke i jajnika. ELISA je pak potvrdila
postojanje 27% i 18% autoantitijela na GIPC-1 u karcinomu dojke i jajnika (Piura i

Piura, 2010).
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6.7 AUTOANTITIJELA NA c-myc i c-myb PROTEIN
Myc gen kodira c-myc protein koji je bitan za rast stanica i proliferaciju te je uklju¢en

u tumorigenezu. Serumska anti-c-myc antitijela su detektirana u 12.7% pacijenata s
novootkrivenim karcinomom dojke i 7.5 % pacijenata s karcinomom in situ.
Osjetljivost i specifi€nost su bile 13% i 97% za karcinom dojke i 8% i 97% za duktalni
karcinom in situ. Zakljueno je da koncentracija autoantitiiela na c-myc ima malu

vrijednost u ranoj dijagnostici karcinoma dojke (Piura i Piura, 2010).

Myb gen kodira c-myb protein, koji je potreban u razvoju T limfocita u raznim
stadijima stani¢nog ciklusa. Sorokine i sur. su utvrdili IgG autoantitijela na c-myb u
43% osoba s karcinomom dojki, usproredujuci ih s prisutnosti u 24.5% zdravih
kontrola. Nije pokazana povezanost cirkulirajuéih autoantitijela na c-myb i ekspresije

c-myb u karcinomima dojke (Piura i Piura, 2010).

6.8 AUTOANTITIJELA NA NY-ESO-1 PROTEIN
Geni koji su smjesteni u humanim zametnim stanicama kodiraju Cancer-testis (CT)

antigene. Somatska tkiva odraslih osoba reguliraju CT antigene, ali CT antigeni
postaju jako izrazeni u nekim tipovima karcinoma. CT antigeni pridruzeni kromosomu
X su nazvani CT-X antigeni i razlikuju se od non-X CT antigena koji su smjesteni na
autosomima. CT-X antigeni predstavljaju polovicu CT antigena i njihova ekspresija je
povezana sa slabijim ishodom i viSim stupnjem razvijenosti tumora. Nekoliko studija
istrazilo prisutnost CT antigena u karcinomu dojke. Zanimljivo je da su izrazaji CT
antigena, NY-ESO-1 i MAGE-A poviSeni u tumorima dojke koji su hormonski
negativni. Autoantitijela na NY-ESO-1 su prisutna u 26.6% pacijenata sa
novodijagnosticiranim karcinomom dojke i kod 7.5% pacijenata s duktalnim
karcinomom in situ. Osjetljivost i specifi€¢nost analize su bile 26% i 94% za karcinom

dojke te 8% i 94% za duktalni karcinom in situ. Titar autoantitijela na NY-ESO-1 ima
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malu vrijednost za skrining tumora dojke te su potrebna daljnja istrazivanja (Piura i

Piura, 2010).

6.9 AUTOANTITIJELA NA BRCA PROTEINE
BRCA 1 | BRCA 2 su tumor supresorski geni. BRCA 1 je smjeSten na 17.

kromosomu a BRCA2 na 13. kromosomu. 185delAG i 538insC mutacije u BRCA 1 i
617delT mutacije u BRCA 2 su prisutne kod Askenazi Zidova. Askenazi Zidovi koji
imaju mutacije na BRCA 1 i BRCA2, imaju vedi rizik dobivanja karcinoma dojke i
ovarija. Autoantitijela na BRCAL1l i BRCA2 su prisutna u 8.5% i 34% invazivnih
karcinoma in situ te 2.5% i 22.5% osoba s duktalnim karcinomom in situ. Osjetljivost i
specificnost anti-BRCAL je 8% i 91% za invazivni karcinom in situ te 3% i 91% za
duktalni karcinom in situ. Osjetljivost i specifi€nost za autoantitijela za BRCA2 je 34%

i 92% za invazivni karcinom dojke te 23% i 92% za duktalni karcinom in situ.
Zaklju€eno je slijedece:

1. Autoantitijela na BRCAL1 nemaju vrijednosti u skriningu i ranoj detekciji karcinoma

dojke
2. Autoantitijela na BRCA1 nemaiju dijagnosticki potencijal

3. Autoantitijela na BRCA2 imaju malu vrijednost u skriningu i ranoj dijagnostici

karcinoma dojke

4. Autoantitijela na BRCA2 imaju potencijal u dijagnostici karcinoma dojke (Piura i

Piura, 2010).

6.10 AUTOANTITIJELA NA ENDOSTATIN
Endostatin je jedan od najpoznatijih prirodnih inhibitora angiogeneze koji se nalazi na

ugljikovom fragmentu kolagena 18. Kolagen 18 je prisutan u perivaskularnim
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membranama krvnih zila koje su povezane s tumorom. PoviSene razine endostatina

su poviSene u osoba s metastazama.

Bachelot i sur. su 2006 ispitali prisutnost autoantitijela na endostatin u karcinomu
dojke i zdravih ispitanica. Serumska antitijela na endostatin u zdravih ispitanica
iznose 16%, u karcinomu dojke 66% , te 42.4% u pacijenata s metastazama.
Autoantitijela na endostatin su ve¢a u osoba s lokaliziranom bole$¢u te su povezana
s boljom prognozom pacijenata koji imaju metastaze. Smatra se da autoantitijela na

endostatin imaju ulogu u smanjenju progresije bolesti (Piura i Piura, 2010).

6.11 AUTOANTITIJELA NA LIPOFILIN B
Lipofilini i mamaglobini su dio uteroglobinske obitelji koji su prisutni u tkivu dojke.

Takoder su prisutni i u drugim tkivima. Lipofilin B tvori kompleks s mamaglobinom te

se otpusta u serum osoba.

Carter i sur. su pokazali da autoantitijela na lipofilin B nisu prisutna u 20 zdravih
ispitanika, niti 30 osoba sa karcinomom pluéa, ali su prisutha u 27% (20/74)
ispitanica s karcinomom dojke . Ova autoantitijela takoder su utvrdena u 37,1%
bolesnica u uznapredovalom stadiju bolesti. Autori sugeriraju da ¢e autoantitijela na
lipofilin B imati veliku ulogu u dijagnosticiranju karcinoma dojke u buduénosti (Piura i

Piura, 2010).

6.12 AUTOANTITIJELA NA CIKLINSKE PROTEINE
Ciklini su molekule koje kontroliraju progresiju stani¢nog ciklusa iz G2 u M fazu i

izrazeni su u tumorima. Suzuki i sur. su ispitali prisutnost autoantitijela na ciklin u 120
pacijenata s karcinomima te su utvrdili najvecu prisutnost autoantitijela na ciklin u

osoba s karcinomom dojke (42,8%).
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Leu i sur. su utvrdili postojanje autoantitijela na ciklin u 7.5% osoba s karcinomom
dojke te u 5% kontrolne skupine. Prema dosadasnjim istrazivanjima autoantitijela na
ciklin nemaju dijagnosti¢ku vrijednost kada se ispituju sama. Moguce je da ¢e imati
dijagnosticki potencijal ako se ispituju zajedno s drugim molekulama (Piura i Piura,

2010).

6.13 AUTOANTITIJELA NA FIBULINSKI PROTEIN
Fibulin 1 (Fbin-1) je ¢lan novonastaju¢e obitelji glikoproteina koji se nalaze u

ekstracelularnom matriksu i inhibiraju adheziju i motilitet in vitro. Postojanje
autoantitijela na fibulin je prisutno u 75% osoba s karcinomom dojke i 25% zdravih
kontrola. Fbin-1 poti¢e stani¢ni i humoralni odgovor u osoba s karcinomom dojke.
Saznanja da je ekspresija Fbin-1 povezana s poboljSanim prezivljenjem u pacijenata
s limfocitnim infiltratom, sugerira moguéu ukljuenost FbIn-1 u imunoloSskom
odgovoru osoba s karcinomom dojke. Autoantitijela na fibulin 1 mogu posluziti kao
dobar marker za ranu detekciju karcinoma dojke (Piura i Piura, 2010).

6.14 AUTOANTITIJELA NA PROTEINE KOJI VEZU INZULINU SLICNE FAKTORE
RASTA (INSULIN- LIKE GROWTH FACTOR BINDING PROTEIN 2, IGFBP-2)

Inzulinu sliéni faktori rasta (IGF1 i IGF2), IGF receptori 1li 2, IGFBP-1-6 Cine
komplekse. Taj kompleks se sastoji od peptidnih hormona, stani¢nih receptora i
cirkulirajucih faktora. Oni su uklju€eni u regulaciju rasta, prezivljenje i diferencijaciju
tkiva. IGFBP su sekretorni proteini i posjeduju 80% homolognih sekvenci. IGFBP
sudjeluju u slijede¢im procesima: 1. imaju ulogu transportnih nosaCa za IGF, 2.
stabiliziraju i produZuju poluvrijeme raspada IGF, 3. osiguravaju tkivno i stani¢no
specificnu lokalizaciju, 4. izravno stimuliraju ili inhibiraju IGF s njihovim receptorima

(Piura i Piura, 2010).

15



Lu i sur. su putem ELISA testa dokazali prisutnost autoantitijela na IGFBP-2 u 15%

osoba s karcinomom dojke i u 2% zdravih kontrola.

Goodell i sur. su utvrdili postojanje autoantitijela na IGFBP-2 u 5% pacijenata s
karcinomom dojke i 40% osoba s kolorektalnim karcinomom i u 1% zdravih kontrola.
Autori su zakljucili da autoantitijela na IGFBP-2 razlikuju pacijente s karcinomom od
kontrola ali Cini se da ipak imaju malu vrijednost u ranoj dijagnostici i probiru

karcinoma dojke (Piura i Piura, 2010).

6.15 AUTOANTITIJELA NA TOPO2a PROTEIN
Topoizomeraza Il je ubikvitarni enzim koji regulira DNA i ispravlja pogreSke u

genomu. Postoji u dva oblika: topoizomeraza 2a i topoizomeraza 23. Topoizomeraza
20 je esencijalni enzim i njegova razina dramati¢no raste tijekom proliferacije
stanica. Usko je povezana sa mitotiCkim kromosomima i ima esencijalnu ulogu u

DNA replikaciji i mitozi (Piura i Piura, 2010).

Lu i sur. su uz pomo¢ ELISA testa otkrili prisutnost autoantitijela u 7% osoba s

karcinomom dojke i u 2% zdravih kontrola.

6.16 AUTOANTITIJELA NA KATEPSIN D
Katapsin D je enzim koji ima ulogu u degradaciji proteina. Promjena ove funkcije

rezultira akumulacijom lipofuscina u stanicama. Karcinomske stanice proizvode
prokatepsin D i on ima funkciju mitogena karcinomskih i stromalnih stanica, te

stimulira njihovu proinvazivnu i prometastatsku funkciju.

Lu i sur. su detektirali prisutnost autoantitijela na katepsin D u 5% osoba s
karcinomom dojke i u 3% zdravih pojedinaca. Cini se da autoantitijela na katepsin D

nemaju dijagnosticki potencijal u karcinomu dojke (Piura i Piura, 2010).
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7. KARCINOM PROSTATE

7.1 UVOD
Karcinom prostate je naj¢eS¢e dijagnosticiran karcinom u muskaraca te drugi uzrok

smrti uzrokovane karcinomom u Sjedinjenim Ameri¢kim DrZzavama. Rana dijagnoza i
terapija mogu povecati mogucénost lijeCenja bolesti, naroCito onih tumora koji su
lokalizirani, izbjegavaju¢i tako progresiju i razvoj mikrometastaza. Trenutacno je
prostata-specificni antigen (PSA, od engl. prostate- specific antigen) Siroko zastupljen
u detekciji karcinoma prostate. Zahvaljuju¢i PSA probiru, incidencija bolesti se
povecala, a smrtnost smanijila. Ve¢ina muskaraca nema simptoma bolesti kada se
otkrije tumor. Medutim , vrijednosti PSA su jo$ uvijek tema mnogih rasprava. Otkad je
u klini¢koj uporabi, rana detekcija karcinoma je porasla na 16%, dok smrtnost iznosi
3,4%. Problem PSA skrininga je manjak specifi€nosti za karcinom prostate, narocito
kad su PSA vrijednosti izmedu 4 i 10 ng/ml. Specificnost PSA skrininga za
detektiranje karcinoma je 20%, a osjetljivost 80%. Slaba specificnost se povezuje s
¢injenicom da su povisene razine PSA prisutne u stanjima koja nisu nuzno karcinom
kao Sto su benigna hiperplazija prostate i prostatitis. U strahu od karcinoma,
povisene vrijednosti PSA su rezultirale biopsijama prostate. Prihvaéena je vrijednost
PSA 4.0 ng/mL kao gornja normalna vrijednost PSA. Buduc¢i da PSA ima malu
specificnost, potrebno je istraziti biomarkere s boljom specificnoS¢u kako bi se
izbjegle nepotrebne biopsije prostate. Nerealno je oclekivati da ¢ée se otkriti
biomarker koji ¢e imati idealnu specificnost i osjetljivost, ali bi trebali teziti tome da se
otkriju biomarkeri koje karakterizira visoka specificnost i osjetljivost. IstraZivanje novih
biomarkera zahtjeva analizu koja je visoko osjetljiva i specificna. Mnogo biomarkera

je prisutno u malim koli¢inama te nisu mjerljivi u serumu. Jedan od nacin
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detektiranja biomarkera za karcinom prostate je analiziranje imunoloskog odgovora

bolesnika. Detektiranje autoantitijela je dio takovog pristupa (Wang,2008).

7.2 PSA AUTOANTITIJELA
PSA je serinska proteaza koju proizvodi epitel prostate. Od 1986, PSA je prihvaéen

od strane FDA (Americka agencija za hranu i lijekove, engl. Food and Drug
Administration) i jedini je biomarker kojeg preporu¢uje Ameri¢ka udruga za rak. Titar
anti-PSA autoantitijela je bio vec¢i u osoba s hiperplazijom prostate; BHP ( od engl.
benign hiperplasia of prostate) nego u prostatitisu i kontrolnim skupinama. U studiji
koja je obuhvacala 200 pacijenata sa razliCitim stadijem karcinoma prostate i
kontrolama, potvrdeno je postojanje anti-PSA autoantitijela u 11% seruma bolesnika
s karcinomom prostate i 1.5% u kontrolnoj skupini. Navedeno upucuje na ulogu
imunoloSkog odgovora u bolesnika s tumorima prostate. Razina anti-PSA
autoantitijela je bila ve¢a u osoba s androgen neovisnim karcinomom, ukazujuci da
povisena koncentracija autoantitijela na PSA moze biti pove¢ana u uznapredovalim

stadijima karcinoma prostate (Wang,2008).

U istrazivanju autoantitijela Lokanta i sur. 3.4% osoba je imalo autoantitijela na PSA

(Wang,2008).

7.3 AUTOANTITIJELA NA HER2/NEU
U karcinomu prostate, HER2/neu je izrazen u 25%-40% lokaliziranih tumora te u

60%-80% sluCajeva metastaza. Imunoanaliza HER2/neu pokazuje razlike u osoba sa
i bez metastaza. Povec¢ana razina autoantitijela na HER2/ neu je prisutna u osoba s
metastazama i povezana je s loSijjom prognozom bolesnika. Autoantitijela na

HER2/neu su bila poviSena u svih pacijenata s karcinomom prostate (15%) i

18



kontrolnim skupinama(2%). Autoantitijela na HER2/neu su bila poviSena u androgen-

neovisnim karcinomima prostate (Wang,2008).

7.4 AUTOANTITIJELA NA HUNTINGTIN-INTERACTING PROTEIN 1 (HIP1)
Huntingtin-interactin protein (HIP1) je opisan kao protein koji reagira sa

huntingtinom, bjelancevinom koja je produkt gena mutiranog u Huntingtonovoj
bolesti. To je klathrin vezuci protein ukljuen u transport receptora za Cimbenike
rasta. HIP1 transformira fibroblaste i produZuje poluvrijeme raspada receptora za
Cimbenike rasta. HIP1 je jako izrazen u karcinomu prostate i povezan s progresijom
karcinoma i metastazama. Upotrebljavajuci misji model karcinoma prostate, Bradley i
sur. su otkrilili da HIP1 ima vaznu ulogu u nastanku tumora kod miSeva. Test je imao
specificnost od 97%. Ovo istrazivanje upucuje da HIP1 ima vaznu ulogu u
tumorigenezi te da seropozitivnost HIP1 mozda ima bitnu ulogu u otkrivanju

karcinoma prostate (Wang,2008).

7.5 AUTOANTITIJELA NA GLUKOZOM REGULIRANI PROTEIN-78 (GRP78)
Glukozom regulirani proteini su lokalizirani u endoplazmatskom retikulumu. To je

obitelj proteina povezana sa stani¢nim stresnim bjelanCevinama. Najbolje istrazen
GRP je GRP78. GRP78 je molekularni ,Cuvar® (chaperon) koji stabilizira proteine u
endoplazmatskom retikulumu. GRP78 ima antiapoptotiCka svojstva koja se povezuju
S rezistencijom tumora na citotoksi¢nu terapiju. Od 1977, kada je otkriven,
zabiljeZzena je njegova prisutnost u brojnim tumorima kao Sto su tumor dojke,
hepatocelularni tumor i tumor prostate. GRP78 je jako izrazen u osoba koje imaju
metastaze u kostima. Njegova ekspresija je znaCajno povezana s preZivljenjem i
povratom bolesti. Mintz i sur. su mijerili reakciju imuloloSkog sustava na GRP 78 u
108 pacijenata s karcinomom. Vecéa razina autoantitijela je bila prisutna u

karcinomima dojke, ovarija i karcinoma plu¢a nemalih stanica koji su imali metastaze.
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Ovaj podatak ukazuje da imunoreaktivhost usmjerena na GRP78 ima znacajnu ulogu
kao biomarker u otkrivanju karcinoma prostate. GRP78 nije samo povezan samo S

prognosti¢kim indikatorima ve¢ predstavlja i mogucéu ,metu” terapije.

7.6 AUTOANTITIJELA NA ALPHA-METHYLACYL CoA RACEMASE (AMACR)
Otkrice autoantitijela na a-metilacil CoA racemazu (AMACR) je dalo nadu da ce

citoplazmatski markeri u buduénosti moéi biti markeri skrininga. AMACR je enzim
ukljuéen u pretvorbu R-steroizomeraze zasi¢enih masnih kiselina u S
stereoizomerazu. To je protein koji je visoko osjetljiv i specifi€an u karcinomu
prostate. Monoklonska antitijela na AMACR se danas upotrebljavaju u mnogim
ustanovama za dijagnozu karcinoma prostate. Studije koje su ispitivale 807 ispitanika
s karcinomom prostate, su potvrdile osjetljivost i specificnost od 97% i 92% za
detekciju karcinoma. lako je AMACR jako koristan za detekciju tumora kada se nade
u tkivima, bilo bi bolje da ga se detektira u serumu. Humoralni odgovor na AMACR
bio je predmetom mnogih istrazivanja. Mjereéi razinu autoantitijela na AMACR,
Sreekumar i suradnici su mogli razlikovati osobe koje imaju karcinom prostate od
kontrola. Imunoreaktivnost je bila visa u osoba koje su imale karcinom prostate, nego
one koje su bile kontrolne skupine. Kada je nalaz PSA izmedu 4 i 10 ng/mL,
oboljele od tumora i kontrolnih skupina (osjetljivost 77.8%, specificnost 80.6%). U
buducnosti, humoralni odgovor na AMACR ima potencijal nadopuniti detekciju
karcinoma prostate. AMACR je poviSen u epitelu karcinomskih stanica prostate. U
istrazivanju Sreekumar i sur. su pokazali uz pomoc¢u ELISA testa da su 18 od 23
osoba s karcinomom kolona imala pozitivna autoantitijela na AMACR, za razliku od
kontrola gdje su samo tri osobe bile imunolo$ki pozitivne (Sreekumar i sur. 2004,

Wang 2008).
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7.7 AUTOANTIJELA NA PROTEIN KINAZU A (ECPKA)
U normalnim stanicama prostate protein kinaza (PKA) je smjeStena unutarstanic¢no.

Maligne stanice izluCuju PKA u medij u kojem rastu. Ta izvanstaniCha PKA se
oznacava kao ECPKA (engl. extracellular PKA). ECPKA se nalazi u serumu osoba s
karcinomom i kirurS§ko odstranjenje tumora dovodi do smanjenja razine ECPKA u
pacijenata. Autoantitijela na ECPKA su analizirana u 295 osoba s raznim
karcinomima, 155 normalnih kontrola i 55 pacijenata bez karcinoma. Pokazana je
prisutnost velike koli¢ine ECPKA u pacijenata s karcinomima. U podskupini
pacijenata s karcinomom prostate (N=35) je naden visok titar anti ECPKA (ucestalost
86%, srednja vrijednost titra 2.95), dok je u kontrolnoj grupi titar bilo nizak ili
negativan (uCestalost 12%, srednja vrijednost titra 1.0) To ukazuje na vrijednost

ECPKA kao biomarkera za karcinom prostate (Wang, 2008).

7.8 AUTOANTITIJELA NA PROSTASOME
Prostasomi su male sekretorne granule koje sintetiziraju normalne ili neoplasti¢ne

prostati¢ne stanice Covjeka i oslobadaju se sa sadrzajem prostate u duktuse Zljezde.
Stanice prostate i ekskretorni duktusi tvore zatvoren sistem. Visoko diferenciran
karcinom prostate te veci tumori proizvode vecu koli€inu prostatoma. Antigeni
prostate su skriveni i ne pojavljuju se do puberteta. Kad produ imunoloSku barijeru ,
imunoloski sustav ih klasificira kao strane antigene i stvara protutijela. Autoantitijela
na prostasome su potvrdena u 13 pacijenata Ciji je PSA bio >50 i 39 pacijenata koji
su bili zdravi i s niskim koli¢inama PSA. JoS jedna analiza ukljuCuje prisutnost
autoantitijela na prostasome u 88% osoba s karcinomom prostate. Ovaj titar

autoantitijela ne korelira s vrijednostima PSA u serumu pacijenata. Antiprostasomski

titar autoantijela nije povezan s metastazama . Ovo se moZe objasniti €injenicom da

21



visoko diferencirani karcinomi prostate proizvode viSe prostasoma a samim time i

viSe autoantitijela (Wang, 2008).

7.9 AUTOANTITIJELA NA MULTIPLE BIOMARKERE
Postoji mnogo TAA kao $to su c-myc, cyclin B1, IMP1, Koc, p53, p62 i survivin,

Serum osoba s karcinomom sadrzi antitijela koji reagiraju s jedinstvenom grupom
TAA, ali sa malom frekvencijom i niskom pozitivnom reakcijom na antigene.
Ispitujuci autoantitijela na 7 TAA(c-myc, cyclin B1, IMP1, Koc, p53, p62 i survivin , u
527 osoba sa karcinomom i 346 kontrola utvrdeno je postojanje autoantitijela od 44-
68% (Wang ,2008).

7.10 AUTOANTITIJELA NA EPITELNI FAKTOR RASTA P75 (LEDGF P75)

LEDGF p75 je autoantigen koji se nalazi u osoba koje boluju od tumora ili atopicnih
bolesti. Anti-LEDGF/p75 autoantitijela pokazuju citotoksi¢nu aktivhost. LEDGF p75
Stiti stanicu od apoptoze inducirane stresom kroz aktivaciju gena povezanih sa
stresom. Daniels i sur. su detektirali autoantitijela na LEDGFu 18.4% osoba s
karcinomom prostate te u 5.5% osoba koje su bile kontrole. Autoantitijela na
LEDGF p75 nisu detektirana u osoba s benignom hiperplazijom prostate. Ekspresija
LEDGF p75 je bila prisutna u 93% ispitanika s tumorom prostate ali nije bila prisutna

u zdravim kontrolama (Daniels i sur. 2005).

8. KARCINOM KOLONA

8.1 UvVOD
Karcinom kolona je treci najCesSc¢i karcinom u svijetu kod musSkaraca i drugi u Zena.On

uzrokuje 500 000 smrti godiSnje. Zbog spore progresije,detekcija kolorektalnog

karcinoma u ranim stadijima je vazna za terapiju. Bitno je re¢i da su simptomi
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karcinoma kolona nespecificni i mnogo pacijenata koji imaju karcinom kolona u
ranom stadiju su asimptomatiCni. Stadij bolesti je najvazniji prognostiCki faktor.
PetodiSnje prezivljenje karcinoma kolona u ranom stadiju (DUKES A i DUKES B) je
97%. Nazalost, inicijalna dijagnoza 60% kolorektalnog karcinoma je DUKES C i
DUKES D s petogodi$njim prezivlienjem od 5%. Tumorski markeri su bitni za
detekciju i pracenje bolesti . lako su biomarkeri dostupni u probiru karcinoma kolona,
samo mali dio se koristi u kliniCkoj uporabi. Testovi koji se upotrebljavaju za detekciju
karcinoma kolona su CEA (karcinoembrijski antigen) , testovi koji detektiraju
familijarnu adenomatoznu polipozu (FAP, od engl. familiar adenomatous polyposis),
testovi koji detektiraju nepolipozni kolorektalni karcinom (HNPCC, od engl.
nonpolyposis colorectal cancer) i testovi za okutno krvarenje u stolici (FOBT, od
engl.feccal ocult blood test). Drugi potencijalni kolorektalni tumorski markeri su CA
242, CA 19-9, CA 50, tkivni aktivator plazminogena, tkivni polipeptidni specificni
antigen te tkivni inhibitor metaloproteinaze 1. Nijedan od tih markera nema dovoljnu
specificnost i osjetljivost u detektiranju stupnja kolorektalnog karcinoma. Unato¢
niskoj osjetljivosti za kolorektalni karcinom, CEA se jo$ uvijek koristi za dijagnostiku i
praéenje pacijenata sa kolorektalnim karcinomom. Potrebno je razviti dovoljno
specificne i osjetljive markere koji mogu zamijeniti CAE u detekciji kolorektalnog
karcinoma. Identifikacija autoantitijela koja ¢e detektirati kolorektalni karcinom je jo$
uvijek u fazi istrazivanja. Imunoloski odgovor na kolorektalni tumor je raznolik. U
pacijenata s kolorektalnim karcinom je povecCana razina autoantitijela na p53, p62 ,
CEA, HER-2/neu, Ras, topoizomerazu Il a, histon deacetilazu 3 i 5, ubikvitin C-

terminalnu hidrolazu L3, tirosinazu, tropomiozin i ciklin B.

U istrazivanju kojeg su proveli Chang-Chuang i sur. a ukljuCivalo je 94 pacijenata s

kolorektalnim karcinomom i 54 normalnih kontrola, pokazala se prisutnost
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autoantitijela. Seropozitivnost je varirala od 18.1% do 35.1% Seropozitivhost na svaki
od 5 antigena je bila 58.5% a seroreaktivnost na CEA je bila 77.6%. Seropozitivhost
na kolorektalni karcinom u ranom stadiju na CEA je bila 21.9% te seropozitivhost na

druge antigene je bila 53.7% (Chang-Chuang i sur. 2010).

8.2 AUTOANTITIJELA NA MUC5AC
MUCS5A je promijenjeni mucin koji je izrazen u kolorektalnim polipima i karcinomu.

Njegova razina je povisena u pacijenata s kolorektalnim karcinomom. Uz pomo¢
ELISA testa detektirana su autoantitijela na MUC5AC u 27.3% zdravih kontrola, 45%
ispitanika s polipima na crijevima te u 60% osoba s kolorektalnim karcinomom.
Prisutnost slobodno cirkuliraju¢ih MUCS5A autoantitijela je bila poviSena u ispitanika s
polipima. Autoantitiela na MUCS5A su bila povezana s prisutnoS¢éu polipa crijeva.
Seroreaktivnost na MUCS5AC je veca u osoba koji imaju kolorektalni tumor.
Autoantitijela su bila poviSena u osoba sa loSim ishodom bolesti. LosSiji ishod bolesti
u osoba s MUCSK5AC autoantitijelima je u skladu s ranijim istrazivanjem ovih autora
koje je pokazalo smanjenje MUCS5AC ekspresije u osoba s boljim prezivljenjem

(Kocer i sur. 2006).

8.3 AUTOANTITIJELA PROTIV IAPA | XIAPA
U inhibitore apoptoze IAPs (prema engl.inhibitor of apoptosis proteins) spadaju

survivin, livin i XIAP ( prema engl. X-linked [AP). Oni su prisutni u visokoj
koncentraciji u mnogo solidnih i hematolo8kih tumora. Survivin ima ulogu inhibiranja
apoptoze i proliferacije stanice. Takoder ima ulogu izbjegavanja imunolosSkog sustava
putem indukcije humane transverzne transkriptaze i Fas liganda. Livin i XIAP imaju
ulogu u raznim vrstama karcinoma. Hosono i sur. su utvrdili nisku razinu autoantitijela

na survivin 24.4% u osoba s kolorektalnim tumorom (Hosono et al, 2014 ).
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8.4 AUTOANTITIJELA NA CA** VEZUCI PROTEIN ,,CALNUC*
,Ccalnuc®, jo§ zvan i ,Nukleobindin® je Kkalcijski vezuci protein koji se nalazi u

Golgijevom tijelu i citoplazmi i mozda ima ulogu u G i Ca*

- reguliranim
transdukcijskim elementima. Ima ulogu u DNA vezivanju. Istrazivanje Chen i sur. je
potvrdilo prisutnost autoantitijela na ,Calnuc* u 11.5% osoba s karcinomom kolona

(Chen i sur. 2007).

8.5 AUTOANTITIJELA NA RABHILIN 3A LIKE PROTEIN (RPH3AL)
RPH3AL je protein koji se sastoji od 302 aminokiseline. On se nalazi u endokrinim

stanicama i ukljuen je u egzocitozu kroz interakcije sa citoskeletom. Mutacije
RPHS3AL, koje se nalaze na 17p13.3 lokusu su povezane s razvojem kolorektalnog
karcinoma. U istrazivanju Chen i sur. frekvencija RPH3AL je 64.7%, 78.0%, 72.6%.
Ove vrijednosti su veée nego frekvencija RPH3AL autoantitijela u zdravim
kontrolama 15.9%. lako prisutnost autoantitijela na RPH3AL ne korelira sa kliniCkim
parametrima, autoantitijela na RPH3AL su nadena u 69.4% osoba koje imaju
kolorektalni karcinom a negativni su na karcinoembrijski antigen. Cirkuliraju¢a
autoantitijela prevladavaju u pacijenata sa kolorektalnim karcinomom i detekcija ovih

autoantitijela moze pomo¢i u neinvazivnom pristupu (Chen i sur. 2011)

8.6 AUTONTITIJELA NA RAS PROTEINE
Ras onkogeni su geni povezani s karcinomom i njih aktiviraju brojne mutacije u

karcinomima Covjeka. U obitelj ras gena spada H-ras-1, K-ras-2 i N-ras. Aktivacija ras
onkogena se dogada na 12 ili 61 kodonu. Rezultat mutacija je supstitucija
aminokiselina unutar p21 ras proteina. Mutirana ras bjelan¢evina gubi GTP-aznu
aktivnost i nekontrolirano aktivira signalne puteve. Mutirani ras proteini se nalaze u
malignim tumorima i 45% ih se nalazi u adenokarcinomu kolona. Mutirani p 21 ras

protein se ne nalazi u normalnim tkivima ve¢ u karcinomskim stanicama. Takahaski i
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sur. su ispitivali 160 osoba s karcinomom kolona i 60 kontrola da bi utvrdili prisutnost
autoantitijela na p21 ras protein. Potvrdeno je postojanje autoantitijela u 32% osoba s
karcinomom kolona, dok je u normalnih osoba bilo 2.5%. Velika incidencija I1gA
autoantitijela na p21-K- ras -D12 u osoba sa karcinomom kolona je povezana s

postojanjem karcinoma (Takahaski i sur. 1995).

8.7 AUTOANTITIJELA NA p21
P21 je najprije opisan kao tumor-supresorski protein. Medutim, kasnija istraZivanja su

pokazala da moze imati onkogena svojstva ovisno o razli€itim ¢imbenicima kao Sto
su vrijeme ekspresije, post-translacijske modifikacije i lokalizacija unutar stanice. Za
razliku od nuklearnog p21, citoplazmatski p21 ima onkogenu funkciju i povezan je s
agresivnim fenotipovima karcinoma. U istrazivanju Bisheshari i sur. sudjelovalo je 25
ispitanika s karcinomom kolona i 13 kontrola. Njihovi serumi ispitani su pomocu
ELISA testa u svrhu dokazivanja autoantitijela na p21. Potvrdeno je postojanje viSeg
titra autoantitijela na p21 u osoba koje imaju karcinom nego u onih koji su bile
kontrole. Utvrdena je prisutnost viSeg titra autoantitijela u osoba s uznapredovalim

stadijem bolesti i zahva¢eno$c¢u limfnih ¢vorova (Bishehari i sur. 2014).

8.8 AUTOANTITIJELA USMJERENA NA VILIN
Vilin je protein koji se nalazi u mikrovilima epitelnih stanica tankog crijeva, kolona i

pankretobilijarnog trakta. Ima vaznu ulogu podupiranja aktinske jezgre mikrovila. U
karcinomu kolona vilin se nalazi difuzno u citoplazmi i smjesten je blizu membrane.
Struktura vilina slicna je humanom serumskom proteinu gelozinu. Zbog toga
imunoloski sustav ne odstranjuje brzo vilin. Vilin je prisutan u 50% osoba s
kolorektalnim karcinomom. Rimm i sur. su istrazivali prisutnost protutijela usmjerena
na vilin u pacijenata sa karcinom kolona, kolitisom, Crohnovom bolescu, ulcerativnim

kolitisom i kontrolnoj skupini. Potvrdena je prisutnost autoantitijela na vilin u 80%
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osoba s karcinomom kolona, 61% osoba s kolitisom, 42% osoba s Crohnovom
boleS¢u, 44% osoba s ulcerativnim kolitisom i 33% kontrola. Prisutnost autoantitijela
viSa je u osoba s karcinomom. To je zbog toga jer karcinomske stanice proizvode
vilin u izmijenjenim uvjetima S§to rezultira promjenom u stanicnoj lokalizaciji i
mogucom sekrecijom vilina. Odredivanje autoantitijela na vilin predstavlja znacajan

potencijal u detektiranju karcinoma kolona (Rimm i sur. 1995).
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9. ZAKLJUCAK
Rana detekcija maligne bolesti i terapija u preinvazivhom stanju bolesti znaCajna je

za sudbinu bolesnika. Biomarkeri potjeCu iz tumorskih stanica ili nastaju kao
imunoloska reakcija domacina. Osim $to mogu imati podrijetlo iz tumorskih stanica,
oni su prisutni u nastanku tumora ali i njegovom daljnjem razvitku. Biomarkeri mogu
biti proteini, hormoni ali i enzimi. Oni nam omogucuju:1.probir zdravih ljudi ili ljudi s
ve¢im rizikom za obolijevanje od karcinoma; 2. dijagnosticiranje karcinoma ili
posebnog tipa karcinoma; 3. prognozu bolesti za bolesnika; 4. pracenje tijeka
ozdravljenja i uspjeha terapije nakon kirurS8kog zahvata, radioterapije ili kemoterapije.
Velik problem biomarkera je nedovoljna osjetljivost i specificnost te nijedan od njih
nije zadovoljio uvjeteidealnog biomarkera. Mnoga istraZzivanja usmjerena su na
otkri¢e autoantitijela na tumorske antigene u serumu bolesnika s malignim bolestima.
Patogeza ovih autoantitijela je: imunosna reakcija domacina na tumor-specifiCne
antigene, razaranje tumorske stanice zbog kojeg dolazi do otpustanja antigena,
poremecaj regulacije imunoloSkog sustava domacdina. Glikozilacija, oksidacija i
proteolitiCko cjepanje su post-translacijske promjene kroz koje prolaze pojedini
antigeni. Autoantitijela se pojavljuju prije klinicke manifestacije bolesti od nekoliko
mjeseci do nekoliko godina. Metode odredivanja autoantitijela u krvi su neinvazivne,
jeftine i jednostavne. Autoantitijela na tumorske markere su osjetljivije i specifiCnije
molekule u ranoj dijagnostici tumora od samih antigena. Potrebna su daljnja
istrazivanja kako bi se utvrdile mogucnosti Sire primjene autoantitijela u klini¢koj

praksi.
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