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POPIS OZNAKA | KRATICA

KOPB - kroni¢na opstruktivna plué¢na bolest

KP - karcinom pluca

NSCLC - nesitnostani¢ni karcinom plué¢a (eng. non-small cell lung cancer)

SCLC - sitnostani¢ni karcinom pluca (eng. small cell lung cancer)

SgCC - karcinom plocastih stanica (eng. squamous cell lung cancer)

AdCa - adenokarcinom

LCLC - karcinom velikih stanica (eng. large cell lung cancer)

FEV 1 - forsirani ekspiratorni volumen u 1 sekundi (eng. forced expiratory volume)
FVC - forsirani vitalni kapacitet (eng. forced vital capacity)

DLCO - kapacitet difuzije ugljicnog monoksida (eng. diffusing capacity for carbon
monoxide)

AlAT - al antitripsin

DC - dendriticke stanice (eng. dendritic cells)

NK - stanice prirodne ubojice (eng. natural killer)

APC - antigen-prezentirajuce stanice (eng. antigen-presenting cells)

PRR - receptori za prepoznavanje obrazaca (eng. pattern recognition receptors)

TLR - Toll-like receptor

ROS - reaktivne vrste kisika (eng. reactive oxygen species)

RNS - reaktivne vrste dusSika (eng. reactive nitrogen species)

DNA - deoksiribonukleinska kiselina (eng. deoxyribonucleic acid)

NF-kB - nuklearni faktor aktiviran B stanicama (eng. nuclear factor kappa B)

TNFa - tumor nekrotiziraju¢i faktor alfa ( eng. tumor necrosis factor o)

IL - interleukin

CD - glikoprotein na povr$ini T-stanica (eng. cluster of differentiation)

MHC - glavni kompleks tkivne kompatibilnosti (eng. major histocompatibility complex)
SNP - polimorfizam jednog nukleotida (eng. single nucleotide polymorphism)

PAMP - patogenu pridruzeni molekularni slijedovi (eng. pathogen-associated molecular
patterns)

DAMP — molekularni slijedovi povezani sa ozljedom (eng. damage-associated molecular
patterns)

dsRNA — dvolanc¢ana ribonukleinska kiselina (eng. double-stranded ribonucleic acid)



sSRNA — jednolancana ribonukleinska kiselina (eng. single-stranded ribonucleic acid)
CpG DNA - citidin-fosfogvanozinski odsjecak deoksiribonukleinske kiseline (eng.
cytidine-phosphateguanosine)

LRR - leucinom bogata ponavljanja (eng. leucine rich repeats)

TIR - signalna domena receptora Toll / interleukin (eng. Toll-Interleukin receptor)
MyD88 - myeloid differentiation primary-response protein 88

IRAK - interleukinl-receptor-associated kinase

TAK1 - transforming growth factor-B(TGF-p)-activated kinase

TRAF®6 - tumour-necrosis factor (TNF)-receptor-associated factor 6

IFN - interferon

IRF - interferon regulacijski faktor

TIRAP - TIR-domain-containing adaptor protein

TRIF - TIR-domain-containing adaptor protein inducing IFN-

TRAM - TRIF-related adaptor molecule

CRP — C-reaktivni protein

GOLD - Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease

BMI - body mass index

PY - pack-year

TNM - tumor, nodes, metastases

EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid

RCLB - red cell lysis buffer

UV/VIS - ultraviolet - visible spectroscopy

PCR - reakcija lanCanog umnoZzavanja (eng. polymerase chain reaction)

MAF - minor allele frequency

NCBI - National Center for Biotechnology Information

ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay

OR - omjer vjerojatnosti (eng. odds ratio)

CI - interval pouzdanosti (eng. confidence interval)



1 UVOD | SVRHA RADA

1.1 Kroni¢na opstruktivna pluéna bolest i karcinom pluéa

1.1.1 Epidemiologija i klasifikacija KOPB-a i karcinoma pluca

Kroni¢na opstruktivna plu¢na bolest (KOPB) 1 karcinom pluca (KP) jedne su od
najucestalijih respiratornih bolesti koje odlikuje visok stupanj genetske raznolikosti 1
osjetljivost na okolisne ¢imbenike rizika (1). Da se sklonost za razvoj karcinoma pluca
moze povezati ili ¢ak preklapati s osjetljivoséu za razvoj KOPB-a prvi su opazili Cohen
i suradnici prije vise od 40 godina (2).

KOPB obuhvaca vise od 5% stanovniStva, a povezan je s visokom smrtno$éu
utjecuc¢i na oko 3,2 milijuna smrtnih sluc¢ajeva u 2015. godini u svijetu (3). Glavni je
uzrok globalnog morbiditeta i mortaliteta, s 328 milijuna oboljelih i oko 4 milijuna
smrtnih sluc¢ajeva godisnje. Trenutno je tre¢i vodeci uzrok smrti na globalnoj razini, a za
15 godina se ocekuje da postane vodeci uzrok smrti (4). Prema GOLD (eng. Global
Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease) kriterijima (5) tezina KOBP-a definirana
je sustavom ABCD ¢ija se procjena temelji na karakteristikama bolesti. Procjena uzima
u obzir sljedece aspekte bolesti: prisutnost i teZinu spirometrijom odredenog ogranicenja
protoka zraka definiranog forsiranim izdisajnim volumenom u prvoj sekundi (FEV1);
tezinu i ucestalost simptoma (procijenjenin mMMRC (eng. modified Medical Research
Council) ili CAT (eng. COPD Assessment Test) skalama) te povijest, odnosno buduéi
rizik pogorsanja (6). Prema potonjem, bolesnike se smjesta u skupine A, B, C ili D, s
obzirom na rizik od pogorSanja prema ograni¢enju protoka zraka ili povijesti
egzacerbacija.

Stopa obolijevanja od KOPB-a raste oko 1 - 2% godi$nje, a procjenjuje se da bi
populacija KOPB-a do 2030. mogla dose¢i 85 milijuna, od ¢ega oko 1% godisnje razvije
karcinom pluca (7).

Karcinom pluca jedan je od najc¢es¢ih oblika karcinoma u svijetu, godiSnje se
otkriva 1,8 milijuna novih slucajeva, a godi$nje smrtno strada 1,6 milijuna (8). Prema
izvjeS¢u o globalnom optere¢enju karcinomom (GLOBOCAN 2020), za oba spola,

karcinom pluca je drugi najces¢e dijagnosticirani karcinom (11,4% od ukupnog broja



slucajeva) 1 vode¢i uzrok smrti od karcinoma (18% od ukupnog broja umrlih od
karcinoma) (9). U Hrvatskoj je 2020. godine karcinom pluéa drugi najcesci
novodijagnosticirani karcinom (3.235) sa najve¢om stopom mortaliteta (66,9/100000), a
na razini Europske unije je Cetvrta najéeSc¢e dijagnosticirana zlo¢udna bolest (318.000,
11,9%) i naj¢eséi je uzrok smrti od karcinoma (20,4%) (10).

Karcinom plu¢a podijeljen je u dvije glavne skupine: nesitnostani¢ni karcinom
pluca (eng. NSCLC, Non-Small Cell Lung Cancer) i sitnostani¢ni karcinom pluca (eng.
SCLC, Small Cell Lung Cancer). NSCLC ¢ini 85% svih karcinoma pluca, a nadalje se
dijeli u karcinom plocastih stanica (eng. SqCC, Squamous Cell Lung Cancer),
adenokarcinom (eng. AdCa, Adenocarcinoma) i karcinom velikih stanica (eng. LCLC,
Large Cell Lung Cancer) (11).

Adenokarcinomi pluca, koji ¢ine 40% svih dijagnosticiranih karcinoma pluca, je
maligna novotvorina epitela sa zlijezdanom diferencijacijom i stvaranjem mucina, obi¢no
nastaje u stanicama koje oblazu alveole tvoreéi periferno smjesten tumor (12). Karcinom
plocastih stanica (SQCC) nastaje iz plocCastog epitela velikih disnih putova sa
morfoloskim znacajkama keratinizacije i medustani¢nih mostova (13). To je spororastuci
tumor koji je uobiajeno povezan sa puSenjem. lako se adenokarcinom najcesce
dijagnosticira kod puSaca, to je i najceSc¢a inaCica NSCLC-a kod nepusaca (14). U
Hrvatskoj 85% dijagnosticiranih karcinoma pluca ¢ine bolesnici sa nesitnostanicnim
karcinomom pluca (15).

Karcinom velikih stanica (LCLC) slabo je diferenciran tip nesitnostani¢énog
karcinoma pluca koji potjeCe od epitelnih stanica, no nema morfoloska 1
imunohistokemijska obiljezja adenokarcinoma, karcinoma plocastih stanica ili
neuroendokrinog karcinoma. Tumorske stanice su velike i poligonalne i obi¢no brzo rastu
i Sire se u bilo kojem dijelu pluca (12).

Neuroendokrini tumori relativno su €esti tumori pluca, koji ¢ine oko 20% do 25%
karcinoma pluc¢a. Njihove zajednicke morfoloSke, imunohistokemijske 1 strukturne
znaCajke razlikuju ih od ostalih tumora pluca. Klasifikacija Svjetske zdravstvene
organizacije za 2015. godinu razdvaja ovu skupinu tumora u 4 glavne kategorije,
ukljucujuéi tipicni karcinoid, atipi¢ni karcinoid, karcinom malih stanica (SCLC) 1

neuroendokrini karcinom velikih stanica (LCNEC) (16).



Sitnostani¢ni karcinomi ili karcinomi malih stanica (SCLC) ¢ine nesto vise od
10% svih karcinoma plucéa. Stanice sitnostani¢nog karcinoma pluca su obi¢no smjestene
u blizini bronha, male su veliCine i postoji velika brzina dijeljenja tumorskih stanica
(mitoticka stopa). Izlozenost duhanskom dimu prisutna je u gotovo svim slucajevima
SCLC-a i vrlo je agresivan zlo¢udni tumor (12), (17).
Koristenjem panela imunohistokemije i molekularne analize genetskih promjena
karcinoma pluca, ve¢ina morfoloski dijagnosticiranih karcinoma plu¢a moze se detaljnije

klasificirati.

1.1.2. Patofizioloske poveznice KOPB-a i karcinoma pluca

Fenotipski KOBP i karcinom pluéa predstavljaju vrlo razlicite bolesti. KOPB ima
znacajke kroni¢nog ostecenja pluca, koje karakteriziraju nepovratno ograni¢enje protoka
zraka, upala malih diS$nih putova i progresivno uniStavanje parenhima pluca Sto rezultira
emfizemom (18). Suprotno tome, karcinom pluca karakteriziraju ostecenja DNK koja
rezultiraju  prekomjernom proizvodnjom stimulativnih  proteina, prekomjernom
neuredenom proliferacijom i neispravnom regulacijom stani¢nog ciklusa (19). lako je
1zloZenost duhanskom dimu glavni ¢imbenik rizika za razvoj karcinoma pluca i KOBP-
a, samo 10-20% pusaca oboli od KOPB-a, a 10-15% osoba oboli od karcinoma pluc¢a
unato¢ tome $to nikada nisu pusili (19). (45).

Pusaci imaju 15 do 30 puta povecan rizik za razvoj karcinoma pluca u usporedbi
s nepuSacima, no nece svi pusaci razviti karcinom pluca, $to ukazuje na prisutnost ostalih
¢imbenika koji utjecu na rizik za razvoj karcinoma povezan s pusenjem (20). Dokazano
je da je rizik za razvoj karcinoma pluc¢a povecan kod pusaca s KOPB-om do 5 puta u
usporedbi s pusacima s istovjetnom izlozeno$¢u duhanskom dimu ali bez KOPB-a (21).
UniStavanje di$nih putova, hiperinflacija pluca i1 zarobljavanje zraka ostecuju pluca kod
osoba s KOPB-om i ove ponavljajuée ozljede pluca uzrokuju ogranic¢enje protoka zraka,
Sto dodatno pridonosi oSte¢enom ¢iS¢enju udahnutih toksi¢nih cestica 1 njihovoj
povecanoj izlozenosti na razini diSnog epitela (22). Medu pusacima, KOBP je vazan
¢imbenik rizika za razvoj karcinoma pluca i prethodi karcinomu plu¢a u do 70-80%

slucajeva (23). Postupno ogranicenje protoka zraka u KOPB-u ometa normalan proces



disanja i povezano je s nepravilnom upalnom reakcijom pluca potaknutom Stetnim
tvarima poput duhanskog dima (24). Medutim, zabiljezeno je da prisutnost blagog
emfizema, Cak i bez vidljive opstrukcije, neovisno o puSackom statusu, predstavlja
znacajan rizik za razvoj karcinoma pluca (25). Skillrud i suradnici procijenili su da je
kumulativna vjerojatnost razvoja karcinoma plu¢a u roku od 10 godina bila 8,8% za one
s KOPB-om u odnosu na 2,0% za bolesnike s normalnom plu¢nom funkcijom (26). Stoga
se KOPB smatra najve¢im neovisnim faktorom rizika za razvoj karcinoma pluca,
neovisno o puSackom statusu.

Individualni rizik za razvoj KOPB-a, karcinoma pluca ili obje bolesti, odreduju
slozeni mehanizmi i medudjelovanja, ukljucujuéi izlozenost okoliSnim ¢imbenicima i
predispozicijski ¢imbenici domacina. Potencijalni ¢imbenici rizika ukljucuju izloZenost
oneciS¢enju zraka i okoliSnim ili profesionalnim toksinima koji djeluju nadrazujuce i
karcinogeno. Strukturne i funkcionalne abnormalnosti (smanjena diferencijacija cilijarnih
stanica, usporen proces regeneracije cilija, smanjena pokretljivost, nepravilna
organizacija i skracenje cilija (27)) u kombinaciji s pojacanim lucenjem sluzi i
povecanom viskoelasti¢nosti izluéene sluzi mogu dovesti do opstrukcije di$nih putova i
pospjesiti zarobljavanje Stetnih tvari u diSnim putovima bolesnika s KOPB-om (28).
Druga znacajka koja se Cesto primjecuje u diSnim putovima bolesnika s KOPB-om je
ploc¢asta metaplazija koja je povezana s teZzinom opstrukcije di$nih putova (29). Kroni¢no
izlaganje Stetnim okoliSnim tvarima negativno utjece na epitel diSnih putova upalnim i
imunosupresivnim mehanizmima, a upala moZe izazvati metaplasticne lezije u ne-
neoplasti¢énim uvjetima, te se pokazalo da je razvoj karcinoma plu¢a mogu¢ u takvom
mikrookolisu (30).

Preklapanje KOBP-a i karcinoma pluéa moZze postojati i izvan njihovih
patogenetskih procesa povezanih sa pusenjem i izlaganjem Stetnim Cesticama iz okoliSa
kroz zajednicku genetsku sklonost. Budu¢i da se KOPB ne razvija kod svih puSaca,
genetska sklonost je jedno od vjerojatnih objasnjenja za razvoj upale diSnih putova i
opstruktivnih promjena. Nasljedni nedostatak al antitripsina (A1AT) predstavlja jedan
od rijetkih jasno utvrdenih nasljednih ¢imbenika za nastanak i razvoj KOPB-a. A1AT je
inhibitor neutrofilne proteinaze koja razgraduje elastin, protein koji plu¢ima omogucava
sposobnost vra¢anja u prvotno stanje nakon udaha (31). Manjak alfa-antitripsina genetski

je poremecaj (mutacija gena SERPINAL) koji dovodi do ranog pocetka emfizema u



homozigotnih pojedinaca. Potencijalnu vezu izmedu karcinoma plu¢a i nedostatka A1AT
prvi su spoznali Harris i suradnici 1974. godine (32). Yang i suradnici dokazali su da
nositelji alela za nedostatak A1AT (heterozigotni SZ genotip) imaju 70% veéi rizik za
razvoj karcinoma pluca (33) te bi manjak A1AT mogao doprinijeti tumorogenezi pluc¢a
uslijed gubitka unutarstani¢nih proapoptotickih svojstava A1AT (34). Doprinos
nasljednih ¢imbenika razvoju karcinoma pluca (procjenjuje se na 15 - 25%) gotovo je tri
puta manji od genetskog utjecaja na pluénu funkciju (FEV1) za KOPB (procjenjuje se na
40 - 77%), a prisutnost KOPB-a povezana je sa Sest puta ve¢im rizikom od razvoja
karcinoma plué¢a u odnosu na pusace s normalnom pluénom funkcijom pluca (35).
Pacijenti ¢iji su rodaci u prvom koljenu imali KOPB ili karcinom pluéa imali su poveéan
rizik od opstruktivnih promjena di$nih putova, sa ili bez anamneze o puSenju, a pusaci s
obiteljskom anamnezom ranog karcinoma pluc¢a imali su ve¢i rizik za razvoj karcinoma
plu¢a u usporedbi s pusacima bez pozitivne obiteljske anamneze (36). Ova zapazanja
upucuju na to da, ne samo da je KOPB vazan fenotip koji utjeCe na razvoj karcinoma
pluca, ve¢ da su geni, koji doprinose sklonosti KOPB-u, takoder znacajni za sklonost

karcinomu pluca.



1.2 Urodeni imunolos$ki sustav

1.2.1 Stanice imunolo$kog sustava

Imunoloski sustav sastoji se od sloZene i dinami¢ne mreze stanica, tkiva i organa
koja sluzi u obrani organizma od infekcije. Moze prepoznati i odstraniti patogene koji iz
okolisa prodiru u organizam, ali moze i unutar organizma razlikovati i ukloniti tumorske
stanice, stanine elemente nastale oSteCenjem ili smréu stanice i druge Stetne tvari.
Imunoloski odgovor temelji se na kljuénim mehanizmima koji otkrivaju strukturna
obiljezja patogena i razlikuju ih od stanica domacina. Imunoloski sustav podijeljen je u
dva dijela: urodeni imunoloski sustav i ste€eni imunoloski sustav, i obje komponente
sudjeluju u suzbijanju patogenih prijetnji. Urodeni imunoloski sustav predstavlja prvu
linijju obrane. Urodeni imunoloski odgovor prvenstveno ostvaruju granulociti /
polimorfonuklearni leukociti (neutrofili, bazofili i eozinofili), dendriticke stanice (eng.
DC, Dendritic Cells), makrofazi, mastociti i prirodne stanice ubojice (eng. NK, Natural
Killer cells). Obrambeni mehanizmi odrzani su bioloski aktivnim molekulama pristnim u
izvanstani¢nim odjeljcima (npr. proteini komplementa) ili izlucenim iz stanica nakon
aktivacije  (npr. citokini i kemokini). Neutrofili su najzastupljeniji  tip
polimorfonuklearnih leukocita. Oni igraju bitnu ulogu u urodenom imunitetu
oslobadanjem citokina, koji pojacavaju upalnu reakciju. Jedna od vaznih funkcija
makrofaga je fagocitoza, kojom se uklanjaju ostarjele 1/ili mrtve stanice i stani¢ni ostatci.
Druga vazna uloga makrofaga je prezentacija antigena T limfocitima, koja premosc¢uje
urodeni 1 steCeni imunoloSki sustav. Takoder, dendriticke stanice nakon Sto budu
aktivirane patogenima, predstavljaju njihove antigene T limfocitima kako bi pokrenule i
oblikovale steCeni imunoloski odgovor (37). T limfociti glavne su stanice ste¢enog
imuniteta i igraju glavnu ulogu u imunolo$kom odgovoru posredovanom stanicama. Oni
na povrsini stanice nose biljege kojima je definiran njihov imunofenotip (eng. CD,
Clusters of Differentiation). CD8+ T limfociti, takoder poznati kao citotoksicni T
limfociti, identificiraju specificne antigene koje predstavljaju molekule glavnog sustava
tkivne podudarnosti (eng. MHC, Major Histocompatibility Complex). CD4+ T limfociti,
takoder poznati kao pomoc¢nicki T limfociti, pomazu u imunoloskim odgovorima poput

sazrijevanja B limfocita u plazma stanice i memorijske B limfocite, proizvodnjom



citokina koji mobiliziraju i aktiviraju ostale stanice imunoloskog sustava (38).
Regulatorni T limfociti poznati su i kao supresijski T limfociti i glavna funkcija im je
smanjiti imunost posredovanu T limfocitima. Otkrice da CD4+ T limfocite mogu
karakterizirati razliite "citokinske palete" dovelo je do poyjma T1 i T2 polarizacije.
Polarizacija T limfocita ima funkcionalne posljedice jer su T1 citokini oni najprikladniji
za sudjelovanje u spektru imunoloskih odgovora usmjerenih na uniStavanje stanica
zarazenih unutarstani¢nim patogenima, dok su T2 citokini specijalizirani za razvoj
imunoloskih mehanizama koji su u¢inkoviti protiv izvanstani¢nih patogena (39).

Poput T limfocita, ovisno o mikrookruzenju, i makrofazi pokazuju razlicite
funkcionalne fenotipove. Proupalni (M1) fenotip i protuupalni / reparatorni (M2) fenotip
(40). Ovisno o prirodi podrazaja, dolazi do proizvodnje proupalnih citokina i
antimikrobnih ¢imbenika ('klasi¢na aktivacija' ili M1 polarizacija) ili stvaranja
protuupalnih i tkivnih faktora za remodeliranje koji su kriticni za razrjeSenje upale i
obnavljanje tkiva (‘alternativna aktivacija' ili M2 polarizacija) (41).

Zakljuéno, urodeni 1 steCeni imunitet medusobno suraduju i odrzavaju
homeostazu organizama. lako pokretanje steCenog imunoloSkog odgovora ovisi o
urodenom imunitetu, aktivirane stanice steCenog imuniteta pojacavaju djelovanje
urodenog imunoloskog odgovora. Zajednicko djelovanje ovih dvaju dijelova

imunoloSkog sustava omogucuje ucinkovit imunoloski odgovor 1 obranu domacina.

1.2.2 Receptori urodenog imunoloskog sustava

Urodeni imunoloski odgovor je evolucijski o€uvan i1 nespecifi¢an na antigen te
pokre¢e akutne upalne reakcije kao odgovor na vanjske ¢imbenike. Upotpunjen je
receptorima za prepoznavanje stani¢nih obrazaca (eng. PRRs, Pattern Recognition
Receptors), izrazenih na raznim stanicama, koji vezu strukturne elemente pojedinih
patogena i poticu proizvodnju i oslobadanje antimikrobnih i proupalnih izvr$nih molekula
(42).

Prema lokalizaciji u stani¢noj strukturi, PRR-e mozemo podijeliti u tri glavne
skupine: citoplazmatski (eng. NLRs, Nucleotide-binding Oligomerization Domain
(NOD)-Like Receptors; RLRs, Retinoic acid-Inducible Gene-1 (RIG-1)-Like Receptors),



transmembranski — izrazeni na povrSini stanice (eng. TLRs, Toll-Like Receptors; CLRs,
C-type Lectin Receptors) i topivi izvanstani¢ni receptori (eng. soluble sPRR), medu koje
pripadaju receptori sa sposobno$¢u aktiviranja komplementa (C-reaktivni protein), oni
koji komplement ne aktiviraju (serumski amiloidni protein) i same komponente
komplementa (C3) (43).

Urodeni imunoloski odgovor u velikoj je mjeri pokrenut putem PRR-a izrazenih
na stanicama urodene imunosti koje uklju¢uju makrofage i dendriticke stanice. Takoder,
epitelne stanice, endotelne stanice i fibroblasti imaju izrazenu PRR aktivnost, ¢ime
doprinose djelovanju urodenog imuniteta (44). Nakon aktiviranja vezanjem patogenih
obrazaca, PRR-i zapocinju razliite funkcije kao $to su: opsonizacija patogena i
pokretanja djelovanja sustava komplementa, uklanjanje patogena fagocitozom ili
aktiviranje unutarstanicnih signalnih putova koji posreduju u proizvodnji 1 izlu¢ivanju
proupalnih izvr$nih molekula (45). Opsonizaciju, postupak kojim fagociti oznacavaju
patogen za proces uvlacenja u stanicu i proces uklanjanja, pokrecu topivi izvanstani¢ni
PRR-i koji ¢ine humoralni krak urodenog imunoloskog sustava (43). Vezanje liganda
pomocu topivih sPRR-a aktivira putove humoralnog imuniteta kao S§to je sustav
komplementa. Urodeni imunoloski sustav nadalje sadrzi nekoliko PRR-a vezanih na
membranu, koji su izrazeni na stani¢noj povrsini makrofaga i neutrofila, i koji su izravno
ukljuceni u posredovanje fagocitoze vezanih patogena. Pored mehanizama odgovornih za
fagocitozu, razni transmembranski i citoplazmatski PRR-i vezu strukturne elemente
patogena kako bi pokrenuli stanicni upalni odgovor. To ukljucuje aktivaciju
unutrastani¢nih signalnih putova ¢ija je krajnja tocka transkripcijska regulacija gena koji

kontroliraju proizvodnju proupalnih citokina i kemokina (37).

1.2.3 Imunoloski dogovor

Urodena komponenta imunoloskog prepoznavanja temelji se na sustavu
prepoznavanja koji je specifi¢an za pojedinu vrstu patogena. Nakon aktiviranja, receptori
za prepoznavanje patogenu pridruzenih obrazaca (eng. PAMPs, Pathogen Associated
Molecular Patterns) i molekula iz nepatogenog izvora koji su oslobodeni iz oSte¢enih

stanica, takozvanih molekularnih obrazaca povezanih s osteCenjem (eng. DAMPs,



Damage Associated Molecular Patterns) mogu pokrenuti tri glavne vrste odgovora:
fagocitozu, upalu i sazrijevanje stanica koje predocuju antigen (46). Pokretanje stani¢nog
upalnog odgovora putem PRR-a ukljuéuje aktivaciju unutarstani¢nih signalnih putova
¢ija je krajnja tocka regulacija transkripcije gena za proteine koji mijenjaju izvrSne
funkcije 1 unutarstani¢ne procese. Nadalje, PRR-1 kontroliraju proizvodnju proupalnih
citokina i drugih bioloski aktivnih molekula koje se izluc¢uju u mikrookolis i utjecu na
stani¢ni odgovor okolnih imunoloskih stanica (37). Dakle, uz sposobnost pokretanja
procesa ukljuc¢enih u akutnu obranu domacina (citokinska kaskada), svojom sekundarnom
aktivacijom pokreéu daljnje kaskade upalotvornih citokina te kostimulirajucih i
prijanjaju¢ih molekula (47). Primjer imunoloskog odgovora putem PRR-a prikazan je na
Slici 1.

Urodeni imunitet
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Slika 1. Imunoloski odgovor putem receptora za prepoznavanje obrazaca. Preuzeto i
prilagodeno iz (48) uz dozvolu Copyright Clearance

Center (https://www.copyright.com/)

(A) Infekcija patogenima (bakterijama ili virusima) uzrokuje oslobadanje njihovih strukturnih elemenata

PAMP-ova koji se vezu na PRR-e na imunoloskim stanicama i poticu urodeni imunoloski odgovor koji je


https://www.copyright.com/

popracen upalom, aktivacijom steCenog imuniteta i procesima uklanjanja Stetnih mikroorganizama i
omogucavanjem popravka ostecenja tkiva. (B) Sli¢ni dogadaji odvijaju se kada dolazi do smrti ili o$tecenja
stanica te oslobadanja molekula iz nekroti¢nih stanica, koje su obi¢no skrivene unutar stanice. U
izvanstani¢nom prostoru, ovi DAMP-ovi se mogu vezati za PRR-e i izazvati imunolo§ki odgovor
promicanjem oslobadanja proupalnih medijatora i aktiviranjem imunoloskih stanica. Imunoloske stanice
koje sudjeluju u tim procesima ukljucuju antigen-prezentirajuce stanice (APC), poput dendritickih stanica

i makrofaga, kao i T limfocite i polimorfonuklearne leukocite (PMN).

Model prepoznavanja mikrobnog obrasca predlozio je Charles Janeway Jr. koji
opisuje dvije znacajke urodenog imuniteta: sposobnost razlikovanja infektivnih molekula
od vlastitih 1 sposobnost aktiviranja steCenog imunoloskog odgovora na strane molekule
(49). Urodena imunost temelji se na anatomskim, fizioloskim, fagocitnim zaprekama i na
upali. U diSnom sustavu, lokalnu obranu predstavlja epitel koji blokira ulazak udahnutih
patogena i Stetnih Cestica, a sustavna urodena imunost posredovana je cirkulirajué¢im
imunoloskim stanicama. U trenutku kada epitelna barijera bude probijena, dolazi do
aktivacije rezidencijalnih alveolarni makrofaga, koji su senzori patogena i poti¢u
regrutiranje imunoloSkih stanica u alveolama (50). Oni ¢e koristeé¢i receptore za
prepoznavanje uzorka (PRR-e), pokrenuti niz signalnih putova. Rezultat ovog procesa je
nastanak specificnog, ligandom uvjetovanog, citokinsko-kemokinskog okruZenja koje
uzrokuje klasi¢nu proupalnu (M1) 1 alternativnu protuupalnu (M2) aktivaciju makrofaga.
Proupalni makrofazi proizvode vece razine upalnih posrednika koji djeluju destruktivno
na patogene, a protuupalni makrofazi pokazuju povecanu sposobnost ¢iS¢enja mrtvih ili
apoptotskih stanica fagocitozom te stvaraju protuupalne citokine i posrednike popravka i
preinake tkiva (51). Citokini, kemokini i komplementarni faktori oslobodeni iz
aktiviranih epitelnih stanica ili rezidencijalnih makrofaga privlace 1 aktiviraju izvrSne
stanice modeliraju¢i lokalni imunoloski odgovor (52), a aktivacija PRR-a specificnim
ligandima ima izuzetno vaznu ulogu tim procesima. Opisane urodene imunoloSke
funkcije proizvodnje proupalnih citokina i kemokina u velikoj mjeri ostvaruju se putem

transmemranskih Toll-like receptora (TLR-a).
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1.3 Toll-like receptori

1.3.1 Struktura i stani¢na lokalizacija TLR-a

Toll-like receptori (TLR) su proteini izrazeni na membranama imunoloskih i
neimunoloskih stanica ¢ija aktivacija specificnim ligandima dovodi do pokretanja
signalnih putova koji u konacnici rezultiraju aktivacijom urodenog imunoloSkog
odgovora. Izrazaj TLR-a dokazan je na povrSini dendritickih stanica, mastocita,
makrofaga, B limfocita, eozinofila, neutrofila, epitelnih i endotelnih stanica, stanica
vezivnog i masnog tkiva, sréanomisi¢nih stanica i stanica koze (47). Izrazeni su i na
tumorskim stanicama, ukljucujuéi stanice karcinoma pluéa (53). Alveolarne epitelne
stanice tipa II takoder imaju izrazene TLR-e (54) i mogu povecati izrazaj tih receptora na
svojoj povrSini u uvjetima infekcije (55). TLR1 do TLR10 nalaze se na epitelnim
stanicama bronha i na povrsini alveolarnih makrofaga te oslobadaju bioloski aktivne
molekule nakon njihove aktivacije (54), (56).

Stani¢na lokalizacija razli¢itih TLR-a povezana je s molekularnim obrascima
njihovih liganda. TLR1, TLR2, TLR4, TLR 5 i TLR6 nalaze se na stani¢noj povrsini i
premjestaju se u unutarstani¢ne organele nakon aktivacije odgovaraju¢im ligandima. U
te molekule, koje se vezu za Toll-like receptore, pripada Sirok spektar sastavnica stani¢ne
stijenke bakterija i gljivica, bakterijskih i virusnih nukleinskih kiselina, bakterijskih
lipopeptida i proteina i virusnih proteinskih omotaca (57). TLR3, TLR7 i TLR9, koji su
ukljuceni u prepoznavanje nukleinskih kiselina, izraZzeni su na unutarstanicnim
organelama (58). Clanovi obitelji TLR-a prepoznaju specifine obrasce sastavnica
mikroorganizama 1 razlikuju se upravo po toj specifi¢nosti prema vezuju¢oj molekuli.
TLR?2 je klju€an za prepoznavanje mikrobnih lipopeptida; TLR1 i TLR6 suraduju s TLR2
kako bi prepoznali razlike izmedu triacilnih i diacilnih lipopeptida, a TLR4 je receptor za
lipopolisaharid. TLRY je kljuan za prepoznavanje CpG DNA; TLR3 djeluje u
prepoznavanju virusne dsRNA, dok su TLR7 i TLRS ukljuceni u prepoznavanje virusne
sSRNK. TLR5 prepoznaje flagelin koji je strukturna sastavnica bicastih bakterija (59).

TLR-i pripadaju obitelji transmembranskih glikoproteinskih receptora koji imaju
izvanstani¢nu, transmembransku i citoplazmatsku gradevnu domenu (60). TLR-i postoje

na plazmatskoj membrani kao monomeri, a dimerizacija monomera, bilo homo-
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dimerizacija ili hetero-dimerizacija, neophodna je za pokretanje signalizacije (57). Svaki
TLR strukturiran je poput potkove s promjenjivim brojem ponavljanja bogatih leucinom
(eng. LRRs, leucine rich repeats) na N-zavrSetku koji je okrenut izvanstanicnom
matriksu, ako je smjesten na stanicnoj membrani, odnosno koji je okrenut prema lumenu
ako je smjeSten na unutarstani¢énim organelama. LRR je proteinski strukturni motiv
sastavljen od 20-30 aminokiselinskih ponavljanja koja sadrze uskladeni slijed
LXXLXLXXNXL, gdje L moze biti ostatak leucina, izoleucina ili valina, N je ostatak
asparagina, cisteina ili treonina, a X moze biti bilo koja aminokiselina. Funkcija mnogih
LRR domena je pruziti strukturni okvir za interakcije protein-protein.

Unutarstani¢na ili citoplazmatska domena oznacena je kao Toll / IL-1R (TIR) jer
dijeli sli¢nost s interleukin-1 receptorom (IL-1R). TIR je ukljuen u posredovanje
medudjelovanja izmedu TLR-a i adaptornih proteina i pretvorbe signala, dok LRR sluzi
prepoznavanju liganada (61). TLR-i koriste svoje citoplazmatske TIR domene kako bi
nakon stimulacije receptora pokrenuli unutarstani¢ni signalni odgovor. Tako receptorske
TIR domene stvaraju unutarstani¢nu signalnu platformu za mobilizaciju adaptornih
proteina koji posreduju taj signalni odgovor. Predstavljaju primjer signalizacije specifi¢ne
zamjesto i mogu aktivirati razli¢ite transkripcijske odgovore ovisno o tome koji adaptorni
protein koriste (62). Tu spadaju MyD88 (eng. myeloid differentiation primary-response
protein 88), TIRAP (eng. Toll/interleukin-1 receptor (TIR) domain-containing adapter
protein), TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f) i TRAM (TRIF-
related adaptor molecule) (63). TLR adaptorni proteini doprinose raznolikosti signalnih

odgovora izazvanih Toll-like receptorima.

1.3.2 TLR signalni put

Toll-like receptori predstavljaju kljuéni element urodenog imunoloskog
odgovora. Prepoznaju Sirok spektar komponenata izvedenih iz patogena ili oStecenih
stanica, te koristec¢i svoje citosolne TIR domene pokrecu unutarstanicne signalne puteve.
Dosadasnjim istrazivanjima utvrdena su dva klasi¢na signalna puta TLR / IL-1R, signalni
put ovisan o MyD88 i signalni put neovisan 0 MyD88 (64). Nakon vezanja liganda, TIR
domene receptora se dimeriziraju i podlijezu promjeni prostornog razmjestaja koja je

potrebna za mobilizaciju signalnih adaptornih molekula. Krajnja to¢ka tog puta je
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aktivacija transkripcijskih ¢imbenika koji poti¢u gensku ekspresiju proupalnih citokina
koji se oslobadaju u mikrookoli§ i pokrecu upalni odgovor. MyD88 funkcionira kao
adaptorni protein koji povezuje TIR domenu s nizvodnim signalnim molekulama, a nakon
stimulacije receptora, MyD88 se premjeSta na citoplazmatsku TIR domenu. Time
olakSava vezanje IRAK4 s receptorskim kompleksom koji aktivira IRAK1 i omogucuje
vezanje TRAF6. Medudjelovanje gore spomenutog kompleksa s TGF-f-aktiviranom
kinazom izaziva oslobadanje nukleranog faktora NF-xB (58). Tim putem NF-kB se
oslobada svog inhibitora, premjesta se u jezgru i pokrece izrazaj gena za upalne citokine.
Ovim, takozvanim signalnim putem ovisnim od MyD88 proteinu pokrece se aktivacija
TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7 i TLRY. Drugi adaptorni protein koji sadrzi
TIR domenu je TIRAP koji posreduje MyD88-ovisni put putem TLR2 i TLR4 (58).
MyD88 ukljucen je u vecéinu signalnih putova pokrenutih TLR-ima, s izuzetkom TLR3 i
djelomi¢no TLR 4, koji signaliziraju putem TRIF-a, i tako pokrecu signalni odgovor
neovisan o MyD88 (65). Shematski prikaz signalnog puta Toll-like receptora prikazan je

na Slici 2.
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Slika 2. Shematski prikaz signalnog puta Toll-like receptora (TLR). Preuzeto i
prilagodeno iz (66) uz dozvolu The Crankshaft Publishing’s (http://what-when-

how.com/copyright-information/).

TLR1, TLR2, TLR4, TLR 5 i TLR6 nalaze se na stani¢noj povrsini i vezu Sirok spektar sastavnica stani¢ne
stijenke bakterija i gljivica, bakterijskih i virusnih nukleinskih kiselina, bakterijskih lipopeptida i proteina
i virusnih proteinskih omota¢a. TLR2 (u kombinaciji s TLR1 ili TLR6) i TLR4 koriste MyD88 i TIRAP
kao primarne adaptorne proteine za aktiviranje transkrpicijskog faktora NF-xB i pokrecu sintezu upalnih
citokina. Takoder, TLR4 koristi TRIF i TRAM za aktiviranje regulacijskog faktora IRF3 i signalnog
odgovora neovisnog o MyD88. TLR3, TLR7 i TLRY, koji su ukljuéeni u prepoznavanje nukleinskih
kiselina (CpG ODN, ss RNA, ds RNA), izraZeni su na unutarstani¢nim organelama i aktiviraju interferonski
put. TLR3 koristi TRIF, ali ne i TRAM, za aktiviranje interferonskog puta.

TLR-ovi 5, 7, 8 1 9 pokrecu stvaranje upalnih citokina i interferona signalnim putem ovisnim od MyD88.
Nakon stimulacije tih receptora, MyD88 se premjesta na citoplazmu, aktivira IRAK i omogucuje vezanje
TRAF6 i aktiviranje NF-xB, te pokrecu sintezu upalnih citokina.

* MyD88 (eng. myeloid differentiation primary-response protein 88), TIRAP (eng. Toll/interleukin-1
receptor (TIR) domain-containing adapter protein), TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing
interferon-p), TRAM (TRIF-related adaptor molecule), IFR3 (Interferon regulatory factor 3), IRAK (eng.
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IL-1R-associated kinase), TRAF6 (eng. tumour-necrosis factor (TNF)-receptor-associated factor 6), CpG
ODN (eng. CpG Oligodeoxynucleotide), ss RNA (eng. single-stranded ribonucleic acid), ds RNA (eng.

double-stranded ribonucleic acid).

Aktivacija TLR-ova i posljedi¢ni prijenos signala pokreéu kaskadu
transkripcijskih ¢imbenika, $to dovodi do aktivacije i ekspresije proupalnih gena i sintezu
upalnih citkoina koji sudjeluju u usmjeravanju odgovora na antigene, stvaranje
imunoloskog paméenja i reakciju na oStecenje tkiva. Ti signalni putevi omogucuju obranu
epitela protiv uzro¢nika infekcije, posreduju u aktiviranju stecenog imunoloskog
odgovora pokretanjem aktivacije antigen-prezentirajucih stanica, poti¢u izrazaj
prianjaju¢ih molekula na leukocitima tijekom razvoja upale i doprinose ucinkovitosti
fagocitoze (67). Takoder sudjeluju u procesima umnozavanja stanica, prezivljavanja i
stani¢ne smrti te posljedi¢no u preinakama i popravcima tkiva (68). Upravljanje upalnim
/ imunoloskim odgovorom moze se znacajno izmijeniti promjenama u TLR signalizaciji
i njihova neodgovarajuca ili neregulirana aktivacija moze izazvati ozbiljne sistemske
poremecaje. Zbog svoje slozene i vazne funkcije u regulaciji imunoloskog odgovora i
odrzavanju tkivne homeostaze, TLR signalni putevi prepoznati su kao moguci terapijski

ciljevi kod mnogih upalnih i malignih bolesti (69).
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1.4 Poremecaj imunolo$kog odgovora - poveznica KOPB-a i karcinoma plu¢a

Mehanizmi koji povezuju nastanak karcinoma plu¢a kod osoba s KOPB-om jo$
uvijek sunedovoljno poznati. Rane hipoteze predlazu da pacijenti s KOPB-om imaju vece
nakupljanje karcinogena u disnim putovima (70). Druge hipoteze povezuju karcinom
pluca sa podleze¢im emfizemom i pregradnjom pluca (71). Novije studije pokazale su da
je urodeni imunoloski odgovor ukljucen i u KOPB i karcinom pluca. Pretpostavlja se da
sistemska upala, kao posljedica pretjerane osjetljivosti urodenog imunoloskog sustava,
povezana s preinakama u plu¢ima koje dovode do KOPB-a, potencijalno dovodi do
karcinoma plu¢a (72). Bitna uloga upale u razvoju karcinoma je oSteéenje DNA,
sprjeCavanje popravka DNA i funkcionalna inaktivacija gena za supresiju tumora
uzrokovana velikom proizvodnjom reaktivnih spojeva od strane upalnih stanica (71). Te
promjene uparene s upalnim mikrookoliSem i procesom obnavljanja bitni su ¢cimbenici za
razvoj karcinoma kod pusaca. Ostecenje epitelnih stanica pluca primarnim (toksi¢nim i
karcinogenim) i sekundarnim (posredovanim upalnim odgovorom) u¢incima duhanskog
dima ima znacajan utjecaj na okolno tkivo. Kroni¢na upala, uzrokovana izlaganjem
duhanskom dimu, postavljena kao mogu¢i temeljni mehanizam povezivanja karcinoma
plu¢a i KOPB-a, podupire staru Virchowljevu teoriju da se karcinom javlja na mjestima
kroni¢ne upale (73). Medutim, dokazano je da se karakteristike imunoloskih stanica
specificnih za KOBP razlikuju od onih prisutnih kod karcinoma plu¢a. Kod bolesnika sa
KOBP-om aktivirani su M1 prouplani makrofazi koji uzrokuju polarizaciju prema T1
fenotipu pomoénickih T limfocita (74). Ovaj citotoksi¢ni T1 fenotip ¢ini se pogodnim za
razvoj tumorskog mikrookoliSa, no ne javlja se kod solidnih tumora kod kojih je prisutan
T2 fenotip kojeg aktiviraju M2 makrofazi (74).

Sredi$nje stanice u patofiziologiji KOPB-a, makrofazi i neutrofili, nakupljeni su
u di$nim putovima i pluénom parenhimu (75). Kao odgovor na duhanski dim, nadrazujuce
tvari i infekciju, makrofazi oslobadaju upalne posrednike i lu¢e enzime za razgradnju
proteina (76). Razaranjem izvanstani¢nog matriksa oslobadaju se aktivacijski fragmenti
koji poti¢u upalu kemotakti¢kim privlac¢enjem neutrofila (77) Sto dovodi do oSteéenja
pluca oslobodanim slobodnim radikalima i bioloski aktivnim molekulama (78).
Pokretanju razvoja tumora ne doprinosi samo ostecenje DNA oslobodenim radikalima,

ve¢ oslobodeni proteoliticki enzimi mogu izazvati proliferaciju, angiogenezu i migraciju
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potrebnu za napredovanje tumora (79). Sve ovo govori u prilog tome da u bolesnika s
KOPB-om kroni¢nu upalu prati pokretanje neispravnih imunoloSkih odgovora koji
doprinose pogorSanju upalnog mikrokoli$a i tezini bolesti (22), a njihov suzbijen urodeni
imunitet pracen je pove¢anom osjetljivo$¢u na razvoj karcinoma (80).

U karcinomu pluéa vaznu ulogu imaju stanice imunoloskog sustava koje
infiltriraju tkivo tumora, tzv. tumor-infiltrirajue imunoloske stanice, a posebno T
limfociti. Kako se razvijaju, T limfociti mogu postati polarizirani i ogranic¢eni na stvaranje
T1 (IL-2, IFNy, TNFa, TNF) ili T2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10) palete citokina. Razvoj
neodgovarajuée polariziranog odgovora T limfocita moze dovesti do neucinkovitog
imunoloskog odgovora, a ¢imbenici koji poticu polarizaciju i utjeCu na naéin na koji
imunoloski sustav reagira na patogene su kriti¢ni za razvoj upalnih i malignih bolesti. U
uvjetima kronicne infekcije ili produzenog predoc¢enja tumorskih antigena, kao posljedica
razvoja tumora, potreban je fini balans u kontroli aktivacije T limfocita. Naime, oSte¢enje
tkiva moze djelovati na aktivaciju T limfocita i time onemoguciti njihove izvr$ne funkcije
(81). Aktivacija T limfocita i njihova citotoksi¢na funkcija strogo su regulirani nizom
imuno-regulatornih  receptor-ligand medudjelovanja ili imunoloskim kontrolnim
tockama. Dosadasnja istrazivanja pokazala su da su imunoloske kontrolne tocke (npr.
kontrola citotoksi¢ne aktivnosti T limfocita ekspresijom PD1 receptora programirane
smrti (eng. PD, Programmed Death)) poremec¢ene u KOPB-u (82).

Prvi korak u urodenom imunoloSskom odgovoru je aktivacija receptora urodene
imunosti, poput TLR-a, koji vezu molekule otpustene iz patogena ili ostecenih stanica
(PAMP-ovi i DAMP-ovi), te potonja signalizacija koja u konacnici vodi do oslobadanja
nuklearnog faktora (NF)-«B i aktivacije ekspresije proupalnih gena. Smatra se da su
izmijenjeni signalni putovi NF-kB neke od mogucih temeljnih mehanizama kojima upala
doprinosi malignoj pretvorbi stanica (83). Nekontrolirana aktivacija NF-xB
transkripcijskog faktora moze imati kljuénu ulogu u tom procesu s obzirom na dokaze da
NF-xB aktivirane antigen-prezentirajuce stanice poput makrofaga, putem TLR signalnog
puta, otpustaju bioloski aktivne molekule u blizini stanica respiratornog epitela, uzrokuju
njihovo ostecenje i stvaraju specificni upalni mikrookolis (84). Uloga TLR-a u kontroli
imunoloskog odgovora i stvaranju specificnog upalnog mikrookolisa prikazana je na Slici

3.
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Slika 3. Uloga TLR-a u kontroli imunoloskog odgovora i stvaranju specifi¢nog upalnog
mikrookoliSa. Preuzeto i prilagodeno iz (85) uz dozvolu Copyright Clearance
Center (https://www.copyright.com/).

TLR prepoznaju ugrozu prepoznavanjem specificnih molekula povezanih sa patogenom (PAMP) ili
oStecenjem stanice (DAMP). Prepoznavanje PAMP-ova i DAMP-ova putem TLR-a izraZenih na antigen-
prezentirajué¢im stanicama (APC) povecavaju ekspresiju molekula na povrsini stanica kojima je definiran
njihov imunofenotip (CD) i antigena tkivne podudarnosti (MHC). TLR takoder pokrecu ekspresiju upalnih
citokina poput interleukina, interferona i tumor-nekrotiziraju¢eg faktora i njihovih receptora, koji poti¢u
procese povezane sa sazrijevanjem antigen-prezentirajucih stanica i aktivacijom limfocita T. Ovi procesi
doprinose polarizaciji limfocita T koji se time ograni¢avaju na stvaranje T1 (IL-2, IFNy, TNFa, TNFp) ili

T2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10) palete citokina i stvaranju specifi¢énog upalnog mikrookolisa.

Stanice urodenog imunoloSkog sustava sudjeluju u popravku oStec¢enja
oslobadanjem upalnih medijatora. No, ti upalni medijatori, iako su neophodni za
imunoloski odgovor tijekom ozljede ili infekcije, povezani su s pove¢anim rizikom za

razvoj karcinoma (86).
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Rad Wautersa i suradnika prvi put je pokazao da se karcinomi pluca nastali u
bolesnika s KOPB-om razlikuju od onih bolesnika bez KOPB-a zbog prisutnosti
specificnog upalnog tumorskog mikrookolisa (87). Studija koju su proveli Mark i sur.
pokazala je da patogeneza KOPB-a i nesitnostani¢nog karcinoma plu¢a (NSCLC)
ukljucuje neuravnotezen imunoloski odgovor. Prisutnost KOPB-a i poveéana polarizacija
limfocita T prema T1 fenotipu utjece na tumorski mikrookolis i ekspresiju imunoloskih
kontrolnih toc¢aka u bolesnika s NSCLC-om. Naime, T1 paleta citokina koji prozimaju
tumorski mikrookoli§ u prisutnosti KOPB-a utjeCe na povoljniji odgovor na lijecenje
imunoloskim inhibitorima kontrolnih toc¢aka (eng. ICI, Immune Checkpoint Inhibitors)
bolesnika s NSCLC-om (88). To dokazuje da tipi¢an upalni mikrookoli§ koji se opaza
kod KOPB-a moze utjecati na molekularne mehanizme koji su odgovorni za
karcinogenezu, ali utjecaj upalnih putova na razvoj i napredovanje karcinoma kod
bolesnika s KOPB-om jos uvijek nije jasan.

Nepravilna regulacija imunoloskog odgovora i prisutnost kroni¢ne upale ¢ine se
kljuénim dogadajima za razvoj karcinoma pluca u prisutnosti KOPB-a. Upalni putovi
vjerojatno sadrze dodatne inaice gena imunoloskog sustava povezanih s karcinomom
pluca koje se razlikuju ovisno o prisutnosti KOPB-a. Trenutna literatura naglasava ulogu
TLR signalnog puta u razvoju dugoro¢nih promjena imunoloskog odgovora 1 smjera
kojim se odredena bolest razvija, te ¢injenicu da polimorfizmi u TLR genima mijenjaju
osjetljivost pojedinca na stanja u kojima je imunoloski sustav nedostatan ili oslabljen
(89). Doprinos koji geni imaju u razvoju karcinoma pluéa znacajno se razlikuje medu
pojedincima koji imaju i onima koji nemaju sklonost za razvoj KOPB-a (90). Studije
genetskog mapiranja identificirale su nekoliko polimorfizama jednog nukleotida (SNP-
ova) koji su povezani i s KOPB-om i karcinomom plu¢a. Mnogi od njih nalaze se u
genima za receptore urodene imunosti i upalne citokine. Funkcionalni SNP-ovi u nekima
od ovih gena mijenjaju rizik za razvoj KOPB-a i/ili karcinoma pluéa i vjerojatno

predstavljaju sastavnicu genetske osjetljivosti za obje bolesti.
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1.5 Uloga polimorfizma u genima za Toll-like receptore u razvoju upalnih i malignih

bolesti

Raznolikost genetskog materijala, koja se zasniva na polimorfizmima, omogucuje
medusobno razlikovanje pojedinaca, ali i pronalazenje gena odgovornih za nastanak
patoloskih stanja. Svaka promjena strukture DNA koja se odnosi na pojavu vise od jedne
genske inacice na istom polozaju na kromosomu, uocena u vise od 1% populacije, naziva
se genski polimorfizam (91).

Nukleotidna razli¢itost (eng. nucleotide diversity) je prosjecan broj nukleotida koji
razlikuje dvije jedinke i procijenjena je na izmedu 0,1% i 0,4% od ukupnog broja parova
baza (92). Procesom mutacije mijenja se redoslijed nukleotida, a promjene u jednom ili
viSe nukleotida predstavljaju tockaste mutacije. Nastaju mehanizmima pogresne
supstitucije baza (genske promjene koje najceS¢e obuhvacaju samo jedan nukleotidni
par), pomakom okvira ¢itanja (eng. frameshift) nastale uslijed adicije (umetanje jednog
ili dva nukleotida ) ili delecije (gubitak jednog ili dva nukleotida).

Polimorfizmi u kojima jedan od nukleotida (A, T, G ili C) bude zamijenjen drugim
nazivaju se polimorfizmi jednog nukleotida (eng. SNPs, Single Nucleotide
Polymorphisms) i posljedi¢no mijenjaju slijed DNK (93). Pojavljuju se s uéestalos¢u od
barem 1% u populaciji, najée$¢i su tip varijabilnosti izmedu dva slijeda DNA i
obuhvaéaju 90% ukupnog broja varijabilnosti izmedu dva genoma (94). SNP-ovi imaju
dva alela, a kombinacija alela definira haplotip i predstavlja zamjenu jedne baze za drugu.
Za pojedinacni SNP, jedan je oznacen kao glavni (majorni) alel, a drugi kao minorni alel
na temelju njihove uocene ucestalosti u opcoj populaciji. Budu¢i da su ljudi diploidni
(kromosomi su maj¢inog i ofevog podrijetla), u odabranom SNP-u osoba moze imati
jedan od nekoliko genotipova: heterozigotni ili homozigotni za majorni ili minorni alel
(95). Prema rezultatima cjelogenomskog sekvenciranja, SNP se javlja jednom u svakih
200 - 1000 nukleotida (96). Dijele se u dvije grupe prema tome kakav utjecaj imaju na
fenotip pojedinca. Funkcionalne ili nesinonimne tockaste mutacije su one koje utjeCu na
promjene u aminokiselinskom slijedu i mogu dovesti do promjena u strukturama i funkciji
proteina i razlike u fenotipu (97). Kod ¢ovjeka je izmedu 3% i 5% svih tockastih mutacija
funkcionalno (98). Neutralne ili sinonimne toc¢kaste mutacije su one koje ne uzrokuju

promjenu u izrezivanju gena i ne utjeCu na mRNA te time ne uzrokuju promjenu fenotipa.
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S obzirom na ¢injenicu da polimorfizmi mogu djelovati na ishod aktivacije
razli¢itih signalnih putova vaznih za prilagodbu organizma, ta geneticka raznolikost
mogla bi objasniti pojedinacne razlike u urodenim imunoloskim odgovorima. Nekoliko
epidemioloskih studija istiCe cinjenicu da polimorfizmi u TLR genima mijenjaju
osjetljivost pojedinaca na razvoj bolesti u ¢ijoj podlozi se nalazi poremecéeni imunitet.
Moguca uloga genetskih inacica TLR obitelji prouc¢avana je uglavnom kod imunoloski
posredovanih i upalnih bolesti poput artritisa, sistemskog eritemskog lupusa, astme i
atopijskog dermatitisa, kao i kod kardiovaskularnih bolesti (99). Polimorfizmi u TLR-
ima mogu igrati ulogu u izmjeni urodenih odgovora kod ovih bolesti jer manjkavi ili
promijenjeni proteini ukljuéeni u signalne putove mogu dovesti do neprikladnog
imunoloskog odgovora.

Genetske studije definirale su ulogu TLR polimorfizama u sklonosti za razvoj,
napredovanje i ishod upalnih bolesti poput legioneloze, lajmske borelioze i sistemskog
lupusa(100),(101),(102). Provedena su funkcionalna istrazivanja tih polimorfizama i
ispitan utjecaj na stani¢ni imunoloski odgovor. Rezultati tih studija su pokazali da
prisutnost SNP-ova moze utjecati na sposobnost vezanja receptora i ostecenja njihovog
unutarstani¢nog transporta te rezultirati izmijenjenim medudjelovanjem signalnih i
adaptornih proteina (103).

Polimorfizmi gena koji kodiraju TLR-e i molekule signalnog puta TLR-a mogu
promicati razvoj infekcije ili povecati proizvodnju proupalnih citokina zbog odredenih
molekularnih promjena u TLR signalnom putu (103). Primjer meduodnosa TLR
polimorfizama i razvoja bolesti opisan je za polimorfizme D299G i T3991 u TLR4. Ta
dva SNP-a mijenjaju proteinsku sekvencu izvanstani¢ne domene receptora i potvrdena je
njihova povezanost sa smanjenom reaktivno$c¢u na endotoksin (104) i ve¢om ucestalo$éu
bolesti za koje se smatra da su posredovane endotoksinom, poput sindroma sistemskog
upalnog odgovora, sindroma akutnog respiratornog distresa i bolesti diSnih putova (105).
Nesinonimni TLRS5 SNP R392X ukljucuje stop-kodon u izvanstani¢noj domeni receptora,
koji dokida aktivaciju receptora i uzrokuje smanjeni odgovor na flagelin (100) i ¢ini se
da smanjuje sklonost za razvoj autoimune bolesti sistemskog eritemskog lupusa (101).
Druga studija otkrila je da je 1602S kodiraju¢i alel TLR1, koji uzrokuje promjenu
aminokiselina u transmembranskom segmentu receptora, povezan Sa Smanjenom

ucestalos¢u gube (106). Funkcionalne analize pokazale su smanjenu funkciju receptora
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TLR1 1602S $to je rezultiralo smanjenom aktivacijom signalnog puta i smanjenom
proizvodnjom proupalnih citokina (107).

TLR signalizacija takoder poti¢e popravak i obnovu tkiva poticanjem procesa
prezivljavanja i sprecCavanjem apoptoze epitelnih stanica, mehanizama ukljucenih i u
karcinogenezu (108). Polimorfizmi gena za TLR-e povezani su s razli¢itim malignim
bolestima kod ljudi (npr. povezanost SNP-a unutar gena za TLR2 i razvoja karcinoma
kolona, SNP-a unutar gena za TLR4 i razvoja karcinoma prostate i karcinoma Zeluca,
SNP-a gena za TLR6 i razvoja ne-Hodgkinovog limfoma, SNP-a gena za TLR9 i
karcinoma maternice) (109). Pokazano je da su TLR2, TLR4 i TLR9 prekomjerno
eksprimirani u tkivu karcinoma plu¢a u usporedbi s normalnim plué¢nim tkivom, te da
ekspresija TLR-a moze promovirati zloudnu transformaciju epitelnih stanica, rast
tumorai rezistenciju na apoptozu stanica tumora (110). Studija Kurta i suradnika je otkrila
da nosioci CT genotipa SNP-a rs4986791 koji je smjesten na TLR4 genu imaju povecan
rizik za razvoj karcinoma pluca (111). Takoder, analiza odnosa polimorfizama TLR gena
1 sklonosti za razvoj karcinoma plu¢a pokazala je da prisutnost alela T polimorfizma
rs7869402 gena TLR4 smanjuje rizik za razvoj karcinoma plu¢a medu puSacima, ali ne 1
nepusacima (112). Ovi rezultati sugeriraju da genetske inac¢ice TLR-a mogu utjecati na
rizik za razvoj karcinom pluca u kontekstu genetske 1 okoliSne interakcije.

Kombinacija nekoliko genetskih polimorfizama u enzimima koji aktiviraju ili
deaktiviraju kancerogene tvari duhanskog dima moZe izmijeniti rizik kroni¢nih puSaca za
razvoja KOPB-a i karcinoma pluca (113). Izrazaj gena koji su ukljuceni u regulaciju upale
I nekoliko tumor-supresijskih gena smanjen je kod pusaca (114), (115) (116). Ovi
genetski ¢cimbenici uzrokuju nepravilan odgovor na u¢inke upale izazvane pusenjem koji
su u osnovi razvoja KOPB-a i karcinoma (117). Utvrdeno je da KOPB i karcinom pluca
imaju zajednicke polimorfizme gena porijeklom iz putova popravka DNA i upalnog
odgovora koji donose sklonost za obje bolesti. Naime, de Andrade i suradnici otkili su da
polimorifzmi gena ABCC4 koji kodira ATP-vezujuéi protein (transporter koji prenosi
razli¢ite molekule preko unutarstani¢ne membrane i ima ulogu u stani¢noj detoksikaciji)
I gena PTGS2 koji kodira prostaglandin-endoperoksid sintetazu (klju¢ni je enzim u
biosintezi prostaglandina ukljuc¢enih u upalne procese) povecavaju sklonost za KOPB 1

karcinom pluca (118).
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Ispitivanja su pokazala i negativna i pozitivna regulatorna svojstva TLR-a u
karcinogenezi, a te viSestruke funkcije mogu ovisiti o odgovaraju¢em okruzenju, vrsti
stanice i specifiécnim TLR-ovima (86). Stresni uvjeti kao $to su hipoksija, nekroza i
ozljeda tkiva karakteristi¢ni su za mikrookoli$ tumora, a tumor ih koristi za mobilizaciju
upalnih stanica i poticanje karcinogeneze (119), (30), (120). Ti uvjeti prisutni su i u
kroni¢nim respiratornim bolestima, te utjeu na neoplastiCnu pretvorbu ometanjem
vaznih stani¢nih procesa kao $to su obnova tkiva, stvaranje novih krvnih Zila i stani¢na
smrt (121), (122). Razlicita je i ekspresija TLR-a u stanicama epitela di$nih putova,
stanicama glatkih miSi¢a diSnih putova i imunoloskim stanicama zbog utjecaja
mikrookoli$a, te moze biti razli¢ita u aktiviranim i neaktiviranim stanicama, a promjene
u ekspresiji TLR-a zamjecene su i razli¢itim fazama bolesti (123). Zaklju¢no, bolest moze
biti posljedica preosjetljive TLR signalizacije koju aktiviraju bezopasne molekule ili
moze biti posljedica nedovoljne TLR signalizacije §to dovodi do losih obrambenih
mehanizama. Otkrivanje na¢ina na koji inacice gena odgovornih za aktivaciju i regulaciju
imunolos§kog odgovora mijenjaju osobine imunoloskog sustava mogle bi pomoc¢i da

razumijemo utjecaj koji imaju na rizik za razvoj upalnih i malignih bolesti pluca.
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1.6 Povezanost SNP-a gena za TLR-e sa upalnim medijatorima uklju¢enim u razvoj

karcinoma

Uloga kroni¢ne upale i upalnih medijatora (citokina) u karcinogenezi istrazuje se
jos§ od 19. stoljeéa, kada je Virchow dokazao postojanje leukocita u tumorskom tkivu.
Smatra se da kroni¢na upala igra vaznu ulogu u pokretanju nastanka tumora i pridonosi
razvoju oko 25% svih karcinoma (124). Povec¢ana razina upale uocena je kod razli¢itih
vrsta karcinoma, ukljucujuéi karcinom pluca (120) i proupalni citokini prepoznati su kao
temelj za nekoliko bioloskih procesa povezanih s razvojem malignih tumora.

TLR-1 pokrecu signalne putove kojima se poveéava proizvodnja citokina od strane
imunoloskih stanica. Polimorfizmi u TLR genima mogu pomaknuti ravnotezu izmedu
proupalnih i protuupalnih citokina, moduliraju¢i rizik za razvoj infekcije, kroni¢ne upale
I karcinoma. Dokazi sugeriraju da TLR polimorfizmi utjecu na stani¢nu proizvodnju
citokina i moguc¢e drugih vaznih imunoloskih funkcija koje mijenjaju tijek upale i razvoja
tumora (109).

U mikrookoliSu tumora razli¢iti citokini mogu dovesti do suprotnih ishoda u
napredovanju tumora, ovisno o vrsti prisutne upale (125). Izrazaj gena koji su ukljuceni
u upalne procese, razvoj funkcionalnih razlika medu stanicama i njihovo prezivljavanje
regulirani su veé¢inom putem regulacije aktivacije transkripcijskog ¢imbenika NF-kB.
Prijenos signala putem TLR-a rezultira aktivacijom transkripcijskog faktora NF-kB, a
nepravilna kontrola aktivacije NF-kB moze dovesti do upalnih bolesti, kao i do razvoja
karcinoma (126). Cherfils-Vicini i suradnici dokazali su vezu izmedu signalnog puta
TLR7 i TLR8 te upale i rasta tumora (127), dok je za aktivaciju TLR9 dokazano da poticu
urodene i antitumorske imunoloske reakcije pokretanjem procesa razgradnje tumorskih
stanica (128). Dakle, kroni¢na upala u razvoju tumora djeluje poput noza s dvije ostrice.
Dok protuupalni citokini odstranjuju tumorske stanice, aktivacija proupalnih citokina
pogoduje nastanku tumorskog mikrookoli$a i daljnjem napredovanju tumora (129).

Proupalni citokini poput tumor-nekrotiziraju¢eg Cimbenika alfa (TNF-a),
interleukina IL-1p i IL-6 sudjeluju u fizioloskim i patoloskim odgovorima kao Sto su
upala, imunoloski odgovor i razvoj tumora (130), a IL-6 se smatra kljuénim

antiapoptotickim ¢imbenikom za poticanje rasta stanica (131). Signalizacija putem TLR-
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a 1 njihova povezanost sa proizvodnjom proupalnih citokina i razvojem karcinoma

prikazana je na Slici 4.

IMUNOLOSKA
STANICA

PAMP
DAMP
"
e
e4® CITOKINI
L ]
/ °
TNF-a, \
IL-18

TUMORSKA
STANICA

TLR

RAZVOJ TUMORA

Slika 4. Signalizacija putem TLR-a i njihova povezanost sa proizvodnjom proupalnih
citokina i razvojem karcinoma. Preuzeto i prilagodeno iz (132) uz dozvolu Copyright

Clearance Center (https://www.copyright.com/).

Pokretanje imunoloskog odgovora vezanjem PAMP-ova i DAMP-ova putem TLR-a stvara specifi¢no
okruzenje koje pogoduje razvoju tumora. Tim putem transkripcijski faktori NF-kB, STAT3 i MAPK, koji
Su ukljuceni u usmjeravanje stani¢nih odgovora na raznolik niz podrazaja, pokrecu izraZaj gena za upalne
citokine. Oslobodeni citokini (poput TNF-a, IL-1f i IL-6) mijenjaju sastav imunoloskih stanica i imaju
izravan u¢inak na tumorske stanice.

* NF-kB (Nuclear Factor-kappa B), STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3), MAPK

(Mitogen-activated Protein Kinase)
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Interleukin-6 (IL-6) je pleiotropni citokin sa znacajnim funkcijama u regulaciji
imunoloskog odgovora i njegova povecana ili deregulirana ekspresija znacajno pridonosi
patogenezi upalnih bolesti i karcinoma (133). PoviSena razina IL-6 ukljuc¢ena je u razvoj
KOPB-a i karcinoma pluca i poznato je da IL-6 pokreée rast i napredovanje karcinoma
plu¢a u mi§jim modelima (134). Karcinomi pluc¢a sa K-ras mutacijom (ukljuene u
stani¢ne signalne puteve koji kontroliraju rast i sazrijevanje stanica i stanicnu smrt) imaju
intrinzi¢ne upalne karakteristike, s aktiviranim NF-kB signalnim putem i poviSenom
razinom IL-6, a ovaj upalni odgovor dodatno je pojac¢an u¢inkom KOPB-a na razvoj
karcinoma (135). Takoder, nedavni podaci pokazali su da lijeCenje temeljeno na IL-6
suzbija razvoj karcinoma (136).

Medutim, upalni citokini, poput IL-6, mogu se transkripcijski promijeniti tijekom
upale, $to smanjuje vjerojatnost povezanosti njihove cirkuliraju¢e razine s prisutnosSéu
odredenog polimorfizma (137). lako polimorifzmi imaju utjecaj na aktivnost gena,
shvacanje njihove funkcije otezano je slozenos¢u ljudskog imunoloSkog sustava.
Genetska promjena moZe utjecati na stani¢ne procese, ukljucujuci transkripciju gena,
vezanje faktora transkripcije, promjene aktivnosti segmenata DNA i medudjelovanja
proteina. Ovi pak stani¢ni procesi mogu utjecati na imunofenotip ili biti pod njegovim

utjecajem, $to se moze odraziti na ispoljavanje bolesti (138).
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1.7 Svrha rada

KOPB i karcinom plu¢a povezani su sa poreme¢enom kontrolom imunoloskog
odgovora, a budu¢i da je KOPB dokazano najvec¢i neovisni ¢imbenik rizika za nastanak
karcinoma pluca, mogli bi postojati preklapajuéi patogenetski mehanizmi koji poti¢u
razvoj obje bolesti. Dosadasnje cjelogenomske analize povezanosti pokazale su da se
genetski predispozicijski lokusi za karcinom pluc¢a uvelike razlikuju u osoba sklonih
razvoju KOBP-a. Ovim istrazivanjem ispitana je povezanost strukturnih promjena gena
odgovornih za aktivaciju i regulaciju imunoloskog odgovora s nastankom KOPB-a i
karcinoma pluca. Cilj ovog istrazivanja bio je funkcionalno okarakterizirati uzro¢no-
posljedi¢nu vezu izmedu polimorfizama (SNP-ova) gena koji kodiraju receptore
urodenog imunoloskog sustava (Toll-like receptore) i razvoja karcinoma pluca u osoba
sa i bez KOPB-a.

Snaga ove studije lezi u formiranju slucajeva i kontrola sa dobro definiranim
fenotipom KOBP-a, kao i ciljanom odabiru polimorfizama unutar gena koji su izravno
uklju¢eni u imunoloske funkcije. Time je omoguceno strukturiranje istraZivane
populacije prema statusu KOBP-a i ispitivanje uloge polimorfizama gena za TLR-e u
stvaranju upalnog okruzenja 1 mogucem posljedicnom razvoju karcinom pluca.
Ukljuc¢ivanje znanja o genima 1 putovima vaznim za upalne procese u pluc¢ima i
karcinogenezu predstavlja komplementarni pristup postavljanju novih hipoteza
povezanih sa genetskim doprinosima i funkcionalnim razlikama u razvoju ovih dviju
bolesti.

Rezultati ove studije svoju primjenu mogli bi imati u predvidanju i definiranju
rizika za razvoj KOPB-a i karcinoma pluca te bi potencijalno poboljsali strategije ranog
otkrivanja ili prevencije tih bolesti. Klini¢ke znaajke bitne su u procjeni rizika, ali
pojedinacni polimorfni biljezi sluZze dodatnom probiru. Karakterizacija specifi¢nih
imunoloskih signalnih putova i njihovih receptora, te utjecaja polimorizama na njihovu
funkciju moze dovesti do boljeg razumijevanja njihove uloge u razvoju KOPB-a i

karcinoma pluca §to je nuzno za odredivanje najboljih ciljeva specificne terapije.
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2 HIPOTEZA

Polimorfizmi gena Toll-like receptora povezani su sa povecanim izgledom
nastanka KOPB-a i karcinoma plu¢a moduliranjem aktivacije i regulacije upalnog

odgovora.
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3 CILJEVI RADA

3.1 Opdi ciljevi

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati povezanost upale diSnog sustava i nastanka
karcinoma plu¢a. Naime, epidemioloske studije su pokazale da je KOPB najsnazniji
predisponirajuéi faktor za razvoj karcinoma pluca, neovisno o statusu pusenja. Takoder
je vrlo dobro poznato da su KOPB i karcinom plu¢a povezani sa statusom pusSenja,
medutim samo ¢e relativno mali broj pusaca razviti jedan ili ob patoloska stanja. Sve to
upucuje na zakljucak da bi geneticka podloga pojedinca mogla imati znacajnu ulogu u
tim procesima. Stoga je u ovom istrazivanju ispitana povezanost strukturnih promjena,
polimorfizama unutar gena odgovornih za aktivaciju i regulaciju urodene imunosti, u
prvom redu receptora urodene imunosti (Toll-like receptora), sa nastankom i razvojem
KOPB-a i karcinoma pluc¢a. Op¢i cilj ovog istrazivanja je doprinijeti razumijevanju
molekularnih mehanizama koji su ukljuceni u razvoj karcinoma pluéa u bolesnika sa

KOPB-om, §to bi u kona¢nici moglo doprinijeti razvoju novih strategija lijecenja.
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3.2 Specifi¢ni ciljevi

e (Genotipizacijom ispitati ucestalost razlicitih polimorfizama gena koji kodiraju

TLR-e unutar definiranih skupina ispitanika.

e U kontekstu sistemne upale ispitati zajednicke demografske karakteristike KOPB-
a 1 karcinoma pluca.

e Ispitati povezanost analiziranih polimorfizama s klinickim karakteristikama
ispitanika.

e Dobiti uvid u funkcionalnost analiziranih gena metodom ELISA.

e Utvrditi mogucu ulogu polimorfizama kao genskih biljega rizika, razvoja i

progresije bolesti.
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4 MATERIJALI | METODE

4.1 Ispitanici

Uzorci periferne krvi pacijenata sa KOPB-om i karcinomom plu¢a (5 ml)
prikupljeni su u Klinici za pluéne bolesti Jordanovac KBC-a Zagreb. Probrani su
bolesnici sa dijagnozom KOPB-a, KOPB-a i karcinoma pluca i ispitanicima sa izoliranom
dijagnozom karcinoma plu¢a. Na svim bolesnicima primijenjeni su standardni
dijagnosticki kriteriji na osnovi kojih su svrstani u definirane skupine.

Procjena pacijenta ukljucila je proslu medicinsku dokumentaciju koja je
obuhvacala znacajne popratne bolesti, izloZenost ¢imbenicima rizika za razvoj bolesti
(pusenje) 1 fizicki pregled. Procjena fenotipa provedena je testovima pluéne funkcije
(spirometrija), klinickim podacima dobivenim iz tri Kkardinalna simptoma (zaduha,
kroni¢ni kasalj i prisutnost iskasljaja) i godisnjom stopom pogorSanja (pojava postupnog
pada razine vr$ne aktivnosti).

Spirometrija je provedena prema kriterijima Americkog torakalnog drustva /
Europskog respiratornog drustva (ATS/ERS). Ograni¢enje protoka zraka klasificirano je
prema forsiranom ekspiriju u jednoj sekundi, vrijednosti FEV1, a razina zaduhe je
procijenjena pomoc¢u Modified Medical Research Council upitnika (Prilog 1). Odnos
FEV1/FVC nakon primjene bronhodilatatora manji od 0.7 smatrao se dijagnostickim
kriterijem ograniCenja protoka zraka, a ograni¢enje protoka zraka stupnjevano je prema
GOLD kriterijima (139), kao GOLD 1 (ppFEV1 >80), GOLD 2 (50< ppFEV1 <80),
GOLD 3 (30< ppFEV1 <50) 1 GOLD 4 (ppFEV1 <30). Prisutnost simptoma podijeljen
jenablaze (A 1C)iteze (B 1D), dok je prisutnost egzacerbacija (pogorSanja) podijeljena
na neucestale (A 1 B) i ucestale (C i D).

Komorbiditet je definiran kao prisutnost jednog ili vise razli€itih poremecaja 1li
bolesti uz KOPB, bez obzira jesu li komorbiditeti izravno povezani s KOPB-om. Pacijenti
su rasporedeni u kategorije s obzirom na indeks tjelesne mase ( eng. BMI, body mass
index) - tezina osobe u kilogramima podijeljena s njezinom visinom u metarima na
kvadrat (Prilog 2). Kvantifikacija pusenja cigareta koriStena za mjerenje izloZzenosti osobe
duhanu izrazena je pack-year parametrom (PY) izracunatim mnozenjem broja dnevno

popusenih kutija cigareta sa brojem godina kroz koje je osoba pusila.
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Dijagnoza karcinoma pluéa provedena je nakon biopsije ili kirur§kog odstranjenja
lezije, te je utvrdena patohistoloska dijagnoza prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene
organizacije: epitelni tumori (adenokarcinom, karcinom skvamoznih stanica i
neuroendokrini  tumori), mezenhimalni tumori, limfohistiocitni tumori, tumori
ektopicnog porijekla i metastatski tumori.

Stadij karcinoma pluca utvrden je TNM klasifikacijom na temelju primarnih
karakteristika tumora (T), prisutnosti ili odsutnosti regionalnog zahvacanja limfnih
¢vorova (N) i prisutnosti ili odsutnosti udaljenih metastaza (M) (140).

Analiza genotipizacije je provedena na genomskoj DNA ispitanika sa dijagnozom
KOPB-a i karcinoma pluéa, a analiza ispitivane koncentacije interleukina provedena je
na serumima ispitanika. Svi bolesnici uklju¢eni u ovo istrazivanje potpisali su informirani
pristanak i evidentirani su pod Sifrom poznatom samo glavnom istrazivacu ¢ime je
zajamc¢ena njihova anonimnost. Uzorci periferne krvi bolesnika prikupljani su u epruvete
s antikoagulansom EDTA, te pohranjeni na 4°C. Isti dan krv je obradena u svrhu
odvajanja seruma na nacin da je centrifugirana na brzini od 1620g, 10min. Supernatant
(serum) je alikvotiran i spremljen na -20°C, do funkcionalne analize. Preostali sediment,
koji sadrzi leukocite potrebne za izdvajanje DNA, pohranjen je na -20°C, do izdvajanja
DNA.
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4.2 Analiza demografskih podataka

U presjecnu opservacijsku studiju ukljucene su karakteristike studijske populacije
(stadij KOPB-a prema GOLD kriterijima, spol, dob kod postavljanja dijagnoze,
kategorizacija osoba u pothranjene, normalne teZine, prekomjerne teZine ili pretile prema
BMI-u, pusacki status, te prisutnost komorbiditeta) i procjena klinickih parametara
(pluéni funkcijski testovi, kategorizacija simptoma, ucestalost egzacerbacija).

Slika 5 objasnjava ABCD sustav klasifikacije tzine KOPB-a prema GOLD Kriterijima.
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egzacerbacija
: 22ili ;
: 21 ] c ' D
:sa hospitalizacijom:
Pastbronhodilatacijski GOLD1[ >80 e ] :
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......................
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Slika 5. ABCD sustav prema GOLD kriterijima (139).

Post-bronhodilatatorni FEV1 / FVC <70 definira KOBP, a ograni¢enje protoka zraka stupnjevano je prema
GOLD kriterijima kao GOLD 1 (ppFEV1 >80), GOLD 2 (50< ppFEV1 <80), GOLD 3 (30< ppFEV1 <50)
i1 GOLD 4 (ppFEV1 <30). Klasifikacija ABCD skupina temelji se na tablici 2 x 2 sa poljima oznacenim sa
A, B, CiD. Prisutnost simptoma podijeljen je na blaze (A i C) i teZe (B i D), dok je prisutnost egzacerbacija
(pogorsanja) podijeljena na neucestale (A i B) i u€estale (C i D). Prema potonjem, bolesnike se smjesta u

skupine s obzirom na rizik od pogorSanja prema ograni¢enju protoka zraka ili povijesti egzacerbacija.

Kod bolesnika sa karcinomom pluéa bolest je potvrdena patohistoloskom
dijagnozom i stadij karcinoma plu¢a kategoriziran je prema TNM kriterijima. Slika 6

objasnjava TNM Kklasifikaciju.
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Slika 6. TNM klasifikacija karcinoma pluca (140).

Definicija (T) ukljucuje veli¢inu tumora i druge kriterije opsega, poput endobronhalne lokacije, lokalne
invazije i zasebnih tumorskih ¢vorova. Definicija (N) predstavlja zahvacenost regionalnih limfnih ¢vorova
prema njihovom polozaju: supraklavikularni, gornji medijastinalni, donji medijastinalni, aortalni,
subkarinarni i pluéni ¢vorovi. Definicija (M) temelji se na prisutnosti metastaza, njihovom mjestu i broju.

Razlikuju se regionalna metastatska bolest i pojedinaé¢na ili visestruko udaljena metastatska bolest.
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4.3 Izdvajanje genomske DNA metodom isoljavanja

Za potrebe izdvajanja genomske DNA koristila se metoda isoljavanja. Primjenom
osmotske lize stanica uklonjeni su eritrociti iz uzorka krvi te su razgradeni leukociti iz
kojih se oslobodila genomska DNA. Uzorci krvi prikupljani su u epruveti s
antikoagulansom EDTA te pohranjeni na -20°C. Nakon $to se krv otopila na sobnoj
temperaturi, jednom volumenu Kkrvi dodan je trostruki volumen pufera za lizu eritrocita
(eng. Red Cell Lysis Buffer, RCLB: 10mM Tris-HCI, 5mM MgCl,, 5mM NacCl, pH 7.6,
steriliziran autoklaviranjem, ¢uvan na +4°C) nakon ¢ega se smjesa prebacila na led i
inkubirala 15 minuta. Uzorak je centrifugiran, a dobiveni sediment, sa ostacima liziranih
eritocita, dekantiran. Preostali sediment leukocita viSekratno je ispran sa novom
koli¢inom RCLB-a. Na isprani sediment dodan je pufer SE (75 mM NaCl, 25 mM
Na:EDTA 2, pH 8, steriliziran autoklaviranjem, ¢uvan na +4°C), 10% otopina SDS-a
(natrijev laurilsulfat) i proteinaza K koncentracije 0,1 mg/mL. Dobiveni sediment
odvojen je od dna epruvete i inkubiran preko no¢i na 37°C u vodenoj kupelji. Nakon
inkubacije, smjesa je pomijesana sa 1/3 volumena 5 M NaCl (750 uL), u svrhu talozenja
proteina. Smjesa je centrifugirana (Eppendorf centrifuga 5403, Njemacka) 15 minuta na
800g, pri sobnoj temperaturi, a dobiveni supernatant dekantiran i ponovno centrifugiran
pod istim uvjetima. Nakon toga je procis¢eni sediment pomijesan sa istim volumenom 2-
propanola (Kemika, Hrvatska), a istalozena DNA staklenom kukicom prenesena u ledeni
70% etanol. Tako isprana DNA prenesena je u TE pufer (10 mM Tris-HCI; 0,1 mM
Na,EDTA) i pohranjena na +4°C. Kvaliteta izolirane DNA ispitana je elektroforezom u
gelu agaroze, a koncentracija DNA odredena metodom spektrofotometrije, na UV/VIS

spektrofotometru.
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4.4 Genotipizacija uzoraka metodom lancane reakcije polimeraze u stvarnom

vremenu

U svrhu odredivanja prisutnosti i ucestalosti pojedinih genetickih biljega u genima
od interesa koriStena je reakcija lan¢anog umnoZavanja genomske DNK (eng. PCR,
polymerase chain reaction) i to primjenom specifi¢nih proba (TagMan "probe”, Applied
Biosystems). Reakcija lan¢anog umnozavanja genomske DNA je metoda umnoZzavanja
zeljenog odsjeCka DNA u uvjetima in vitro, pomoc¢u termostabilnog enzima, Tag-DNA
polimeraze i1 dvije konstruirane oligonukleotidne pocetnice. Reakcija se odvija u tri
koraka: 1. proces denaturacije kalupa DNA, 2. sparivanje pocetnica (engl. annealing) i 3.
sinteza komplementarnih lanaca DNA. TagMan "probe” su jedan od primjera tzv.
hidrolizirajucih proba koje koriste 5'-3' egzonukleaznu aktivnost enzima Taq polimeraze,
§to omogucava cijepanje dvostruko obiljeZzene komplementarne probe prethodno vezane
za kalup DNA.

Hibridizirajuéa proba je oligonukleotidini odsjecak visoko komplementaran
kalupu DNA i obiljezen fluorescencijskom probom (eng. reporter) i prigusuju¢om
probom (eng. quencher). One se nalaze na suprotnim krajevima probe i kad su u
medusobnoj blizini, blizina priguSivaca onemogucava fluorescenciju reporterske boje. U
ovom radu uzorci su genotipizirani metodom alelne diskriminacije, koriStenjem TagMan
"proba”, koje omogucavaju istovremeno umnazanje specifiénih alela metodom lancane
reakcije polimeraze i njihovu detekciju. Kod genotipizacije uzoraka DNA u ovom
istrazivanju, u reakcijskoj smjesi koristene su obiljeZene probe koje su specificne za oba
alela koja su testirana na odredenom lokusu. U ovom radu analizirane su tzv. tockasti
polimorfizmi — SNP-ovi.

Polazi se od pretpostavke da uzorak genomske DNA svakog ispitanika moze biti
ili heterozigot, ili jedan odnosno drugi homozigot. Komercijalno dostupni eseji su
dizajnirani tako da sadrze specificne pocetnice za odsjecak DNA od interesa i visoko
komplementarne probe za jedan i drugi alel. Ukoliko je uzorak ispitanika homozigot, tada
¢e analiza alelne diskriminacije pokazati da je, u krajnjem ocitavanju ukupne
fluorescencije na kraju reakcije PCR (eng. end-point analysis), instrument ocitao samo

fluorescenciju karakteristi¢nu za taj alel. U slu¢aju kada je ispitanik heterozigot, krajnja
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analiza

ocitat ¢e razinu fluorescencije specifi¢ne za oba alela. Princip i primjer rezultata

genotipizacije polimorfizma TagMan PCR metodom prikazan je na Slici 7.
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Slika 7
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. Princip i primjer rezultata genotipizacije polimorfizma TagMan PCR metodom.

Preuzeto i prilagodeno iz (141) uz dozvolu Creative Commons Attribution

(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

A

Kada su probe specifi¢ne za alel potpuno hibridizirane sa DNA uzorkom, Taq polimeraza (koja
ima aktivnost 5’-nukleaze) cijepa reportersku boju (VIC/FAM) i emitira fluorescenciju. Medutim,
kada postoji jedna osnovna neuskladenost izmedu probe i DNA uzorka, hibridizacija je
neucinkovita i odgovarajucéa reporterska boja ne moze adekvatno emitirati fluorescenciju.

Na temelju intenziteta fluorescentnog signala FAM i VIC uzorci se automatski klasificiraju u tri

skupine koje odgovaraju genotipovima GG, GA i AA.
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4.5 Analiza baza podataka i kriteriji odabira SNP-ova za analizu

Odabir polimorfnih biljega koji su ukljuceni u analizu genotipizacije ucinjen je
pomocu National Center for Biotechnology Information (NCBI) baze podataka dostupne
na PubMed-u, koja sadrzi popis mutacija/polimorfizama unutar funkcionalno znacajnih
regija proteina i gena. Za ovo istrazivanje izabrani su polimorfni genski biljezi za proteine
obitelji TLR. Prilikom odabira biljega uklju¢enih u analizu korisSteni su slijedeci kriteriji:

1. epidemioloski ili molekularno bioloski literaturni nalazi koji upucuju na

povezanost gena od interesa s poremecenom regulacijom upalne reakcije i

nastankom tumora;

2. mogudi utjecaj polimorfnog biljega na razinu ekspresije gena/proteina ili na
funkcionalnost proteina mijenjanjem slijeda aminokiselina;
3. ucestalost manje zastupljenog alela (engl. Minor Allele Frequency, MAF) u

testiranim populacijama morala je biti ve¢a od 1%.

U ovom istrazivanju analizirani su sljede¢i polimorfni biljezi, koji su zadovoljili
postavljene kriterije: TLR1 rs3923647, TLR1 rs4833095, TLR1 rs5743611, TLR2
rs13150331, TLR2 rs5743708, TLR2 rs5743704, TLR4 rs4986790, TLR5 rs2072493,
TLR5rs5744168, TLR5 rs725084, TLR5 rs5744174, TLR6 rs5743810 i TLR9 rs352139.
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4.6 Odredivanje prisutnosti citokina imunoemzimskim testom

U svrhu odredivanja indirektne funkcionalne znacajnosti pronadenih genomskih
promjena koriStena je metoda ELISA (eng. enzyme-linked immunosorbent assay). Kako
bi se potvrdilo da razli¢iti SNP-ovi mogu promijeniti aktivaciju NF-xB na razini proteina,
ELISA-om je izmjerena koncentracija interleukina 6 (IL-6) u serumima periferne krvi
bolesnika.

ELISA je imunoenzimski test visoke osjetljivosti za odredivanje prisutnosti i
koncentracije specificnih analita (proteina) pomocu protutijela. U ovom istrazivanju
koristen je ljudski IL-6 ELISA Ready-SET-Go! set reagensa (eBioscience) koji sadrzi
potrebne reagense za provodenje kvantitativnih imunoenzimskih testova. Ovaj ELISA set
reagensa posebno je stvoren za precizno mjerenje razine humanog IL-6 proteina u
uzorcima, ukljucujuéi serum, plazmu i supernatante iz stani¢nih kultura. Ploc¢e sa 96
jazica prethodno su presvucene sa IL-6 monoklonskim antitijelima u puferu i inkubirane
preko no¢i na 4 °C. Prema protokolu koji je osigurala tvrtka, jazice su potom isprane 3
puta sa 250 uL pufera za ispiranje (Phosphate Buffered Saline, 0.05% TWEEN® 20, pH
7.4). Nakon ispiranja jazice su blokirane sredstvom za razrjedivanje i inkubirane na
sobnoj temperaturi 1 sat. U odgovarajuce jazice dodano je 100 pL standardne serije
razrjedenja humanog rekombinantnog IL-6. Izvedeno je dvostruko serijsko razrjedivanje
standarda kako bi se napravila takozvana "standardna krivulja" za imunoanalizu. Dodano
je 100 pL seruma periferne krvi bolesnika u odgovarajuce jaZice i ploce su inkubirane na
sobnoj temperaturi 2 sata. Ponovljena su ispiranja, dodano je protutijelo za detekciju i
ploce su inkubirane 1 sat na sobnoj temperaturi. Nakon ponovnog ispiranja dodano je 100
uL Av-HRP (eng. Avidin-Horseradish Peroxidase). Av-HRP koristan je za otkrivanje
biotinom oznacenih protutijela. Avidin se s visokim afinitetom veze na biotin, a HRP
djeluje na topive podloge dajuéi kolorimetrijsku reakciju. U jazice je potom dodan
supstrat za Av-HRP, otopina tetrametillbenzidina (TMB). Nakon ponovnog ispiranja i
inkubiranja u jazice je dodano 50 pL otopine za zaustavljanje (1M H3zPOgs). Ploca je
ocitana na valnoj duljini 450nm i podaci su analizirani.

Koncentracije interleukina odredena je takozvanom indirektnom metodom
odredivanja koncentracije proteina, $to podrazumijeva mjerenje apsorbancije otopine

proteina pomocu spektrofotometra, i potom preraCunavanje vrijednosti izmjerene
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apsorbancije u koli¢inu proteina. Izlozimo 1i otopinu proteina elektromagnetskom
zraCenju to¢no odredene valne duljine, tada molekule u otopini apsorbiraju dio tog
zracCenja, a dio zraCenja prolazi kroz kivetu sa otopinom molekula te biva detektiran
(izmjerena) na detektoru. Ovisnost koli¢ine apsorbiranog zraenja definirana je Lambert-

Beerovim zakonom:

A=¢egXlIXc

Lambert Beerov zakon kaze da apsorbacija (A) jednaka umnoSku molarnog
apsorpcijskog koeficijenta, ¢(L/mol cm), koncentracije molekula u uzorku, c(mol/L) i
duljine puta kroz kivetu, I(cm). Koriste¢i se gore navedenom formulom mozemo na
osnovi izmjerene apsorbancije, uz pomo¢ standardne krivulje, odrediti koncentraciju
molekula u uzorku.

Ovom metodom odredena je koncentracija citokina u serumu pacijenata, izrazena
u pg/ml (1pg/ml = 3.67 x 10 2 mol/L). Utvrdena vrijednost usporedena je sa genetickom
podlogom, kako bi na taj nacin dobili uvid u funkcionalnost analiziranih gena. Princip

ELISA metode ispitivanja razine humanog IL-6 u serumu prikazan je na Slici 8.
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Slika 8. Princip ELISA metode ispitivanja razine humanog IL-6 u serumu. Preuzeto iz

(142) uz dozvolu MBL International | A JSR Life Sciences Company.

Mikrotitarska plocica je prethodno presvucena sa odredenom koli¢inom IL-6 protutijela, pruzajuci vezna
mjesta za IL-6 prisutan u uzorcima. Nakon inkubacije preko no¢i, jazice se isperu kako bi se uklonio
nevezani proteini. Potom se dodaju biotinom oznacena protutijela koja se selektivno vezu na zarobljeni IL-
6. Ispiru se nevezana protutijela. Zatim se primjenjuje enzim za otkrivanje (avidin konjugirana peroksidaza,
Av-HRP) koji se veze sa imobiliziranim biotinom ozna¢enim imunokompleksom. Jazice se temeljito isperu
da se ukloni svaki nevezani enzim za detekciju. U jazice se dodaje otopina tetrametillbenzidina (TMB),
supstrat za Av-HRP. TMB se peroksidazom oksidira u produkt tamnoplave boje. Nakon dodavanja otopine
za zaustavljanje stvara se bistro zZuto obojen proizvod. Mikrotitarska plocica se zatim ocitava pomocu

spektrofotometra na 450nm.
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4.7 Statisticka analiza podataka

Podaci su prikazani tablicno i graficki. Priprema podataka izvrSena je pomocu
racunalnog tabli¢nog kalkulatora Microsoft Office Excel. Kolmogorov-Smirnovljevim
testom analizirana je raspodjela kontinuiranih numerickih vrijednosti te su se shodno
dobivenim podacima primijenili odgovaraju¢i neparametrijski testovi. Kontinuirane
vrijednosti prikazane su kroz medijane i interkvartilne raspone a razlike izmedu
nezavisnih skupina su analizirane Mann-Whitney U testom, odnosno Kruskal-
Wallisovim testom s post-hoc Mann-Whitney U testom kada su analizirane razlike
izmedu tri skupine. U post-hoc testiranje uzimale su se samo prethodno znacajne
vrijednosti dobivene Kruskal-Wallisovim testom.

Razlike u kategorijskim klinickim karakteristikama izmedu ispitivanih skupina
analizirane su Fisher-Freeman-Haltonovim testom. Istaknuti su polimorfizmi ¢ija se
raspodjela alela znacajno razlikovala (p <0,05 za Fisher-Freeman-Haltonov test).
Povezanost genotipova i rizika od razvoja karcinoma pluca procijenjena je logistickom
regresijom racunajuéi omjere vjerojatnosti (OR), 95% intervale pouzdanosti (95% CI) 1
P vrijednosti. Polimorfizmi povezani s rizikom za definirani skup pacijenata u
neprilagodenim analizama (rs5743611, rs2072493, rs5744174, rs725084 1 rs352139),
ponovno su analizirani na povecanom broju uzoraka s dodatnom korekcijom prema dobi
1 spolu. P vrijednosti su se smatrale znacajnima pri <0,05, s razinom znacajnosti za cijelu
studiju pri p <0,0038 uzimaju¢i u obzir Bonferronijevu korekciju za viSestruko
ispitivanje. U analizi se koristila licencirana programska podrska MedCalc Statistical
Software  version 1940 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium;
https://www.medcalc.org; 2020).
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5 REZULTATI

5.1 Rezultati analize op¢ih karakteristika ispitanika

Cilj ovih analiza bio je ispitati karakteristike studijske populacije (stadij KOPB-a
prema GOLD kriterijima, spol, dob kod postavljanja dijagnoze, kategorizacija pacijenata
prema nutritivnom statusu, pusacki status, prisutnost komorbiditeta) i procjeniti klinicke
parametare (plu¢ni funkcijski testovi, kategorizacija simptoma, ucestalost egzacerbacija).
Kod bolesnika sa karcinomom plu¢a utvrdena je patohistoloska dijagnoza i stadij
karcinoma kategoriziran je prema TNM kriterijima. Navedene karakteristike su ispitane
sa ciljem utvrdivanja njihove ucestalosti i raspodjele medu definiranim skupinama.

U istrazivanje je uklju¢eno ukupno 940 pacijenta, podijeljenih u tri skupine:
pacijenti sa izoliranim KOPB-om (472, 50.2%), oni sa KOPB-om i karcinom pluca (279,
29.7%) i pacijenti samo sa karicnomom pluca (189, 20.1%). Svi demografski i klini¢ki
parametri detaljno su prikazani u Tablicama 1-4. Iako je muski spol zastupljeniji u
istrazivanoj populaciji, u skupini koja je imala samo karcinom pluca bilo je znacajno vise
zena (P<0,001) u odnosu na ostale dvije skupine. KOPB je klasificiran prema GOLD
kriterijima (5), pocevsi od najblazeg do najtezeg stadija (A — B — C — D), a vecina
pacijenata pripadala je GOLD B stadiju. U skupini pacijenata sa KOPB-om i karcinomom
pluc¢a (KP) znacajno ¢es¢i su bili pripadnici GOLD stadija A i B u odnosu na skupinu
samo sa KOPB-om (P<0,001) (Tablica 1).

Vecina istraZivane populacije bila je izloZena duhanskom dimu, bilo kao aktivni
ili pasivni pusaci. Znacajno najvise nepusaca u odnosu na ostale skupine bilo je u skupini
samo sa karcinomom pluca. Skupina pacijenata sa izloiranim KOPB-om je imala
znacajno nizu smrtnost u odnosu na skupinu pacijenata sa KOPB-om i karcinomom pluca

(P<0,001) (Tablica 1).
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Tablica 1. Prikaz raspodjele ispitanika prema spolu, GOLD klasifikaciji, pusackom

statusu i smrtnom ishodu

SKUPINA
KOPB (1) KOPB + KP (2) KP (3) pi P2 P
N=472 N=279 N=189
N % N % N %
Zenski 135 | 28,60% | 73 26,20% | 82 | 43,40%
Spol 0,500 | <0,001 | <0,001
Muski 337 | 71,40% | 206 | 73,80% | 107 | 56,60%
A 112 | 25,70% | 98 36,20%
B 124 | 28,40% | 134 | 49,40%
GOLD klasifikacija <0,001
C 107 | 24,50% | 31 11,40%
D 93 | 21,30% 8 3,00%
Ne-pusaci 38 | 8,30% 27 9,80% 34 | 18,70%
Pusenje Pasivni pusa¢i | 277 | 60,50% | 133 | 48,40% | 85 | 46,70% | 0,005 | <0,001 | 0,019
Aktivni pusa¢i | 143 | 31,20% | 115 | 41,80% | 63 | 34,60%
Ne 174 | 66,40% | 108 | 48,90% | 78 | 51,30%
Smrt <0,001 | 0,003 0,674
Da 88 | 33,60% | 113 | 51,10% | 74 | 48,70%

=

P

P Fisher-Freeman-Haltonov test, P vrijednost izmedu KOPB (1) i Karcinom pluéa (3) skupina

Fisher-Freeman-Haltonov test, P vrijednost izmedu KOPB (1) i KOPB+karcinom pluca (2) skupina

P3: Fisher-Freeman-Haltonov test, P vrijednost izmedu KOPB+karcinom pluca (2) i Karcinom pluca (3) skupina

Uz izlozenost duhanskom dimu, istrazeno je i profesionalno izlaganje Stetnim
Cesticama, kao vaZzan okoliSni ¢imbenici rizika za razvoj KOPB-a 1 karcinoma pluca
(prema kriterijima Europske agencije za sigurnost i zdravlje na radu) (143). Veéina
pacijenata ukljucenih u istraZivanje ipak nije bila izloZena Stetnim Cesticama u radnom
okruzenju (Tablica 2), no profesionalna izloZzenost raznim Cesticama i parama cesto je
podcjenjen ¢imbenik rizika za razvoj KOPB-a i1 karcinoma pluc¢a. Pluéni funkcijski test
¢ija je smanjena vrijednost povezana sa kumulativnom izloZzeno$¢u duhanskom dimu i
profesionalnom izlozeno$¢u Stetnim Cesticama je difuzijski kapacitet pluc¢a za ugljicni
monoksid (eng. DLCO, Diffusing capacity for carbon monoxide). U populaciji ukljuc¢enoj
U ovo istrazivanje, skupina koja je imala samo KOPB imala je najvec¢i udio znacajnog
pada kapaciteta difuzije ugljicnog monoksida u odnosu na ostale skupine (P<0,001)
(Tablica 2).

Komorbiditeti su opcenito Cesto prisutni kod bolesnika sa KOBP-om i
karcinomom pluca, $to je i slucaj sa poremecajima i bolestima prisutnim u populaciji
ukljuc¢enoj u ovo istrazivanje. Najc¢es¢i komorbiditeti u istrazivanoj populaciji bili su
arterijska hipertenzija (464, 49.4%), kardiovaskularne bolesti (225, 23.9%) i dijabetes
(137, 14.6%). Nasljedni nedostatak al antitripsina, koji predstavlja jedan od rijetkih
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nasljednih ¢imbenika za nastank i razvoj KOPB-a, bio je prisutan u nesto vise od 1%
pacijenata u skupini sa izoliranim KOPB-om. Od komorbiditeta, arterijska hipertenzija je
bila najzastupljenija u skupini pacijenata sa izoliranim KOPB-om, i znacajno ¢e$¢a u
odnosu na skupinu pacijenata sa KOPB-om i karcinomom plu¢a (P=0,035). Ucestalost
kardiovaskularnih bolesti je bila znacajno veca u skupini pacijenata sa KOPB-om u
odnosu na ostale dvije skupine (P<0,001). Gastrointestinalni komorbiditeti bili su ¢es¢i
kod pacijenata sa KOPB-om u odnosu na skupinu sa karcinomom plu¢a (P=0,035).
Takoder, tuberkuloza je bila naj¢e$¢a u skupini pacijenata sa izoliranim KOPB-om i
znacajno ¢es$¢a u odnosu na ostale dvije skupine (P<0,001; P=0,049). Mentalne bolesti i
poremecaji su bili znac¢ajno ¢e$¢i u skupini pacijenata sa KOPB-om u odnosu na skupinu

samo sa karcinomom pluc¢a (P=0,006).
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Tablica 2. Razlike u op¢im i klini¢kim karakteristikama izmedu skupina

SKUPINA
KOPB (1) | KOPB +KP (2) KP (3) - - =
N=472 N=279 N=189
N % N % N %
Ne 55 | 19,1% | 63 26,0% 92 | 60,1%
Blagi 61 | 21,2% 88 36,4% 38 24,8%
IDLCO M <0,001 | <0,001 | <0,001
Umijereni | 93 | 32,3% | 78 32,2% 21 13,7%
Teski 79 | 27,4% 13 5,4% 2 1,3%
Ne 467 | 98,9% | 279 | 100,0% | 189 | 100,0%
a-1ATD (+/-) 0,164 0,329 1,000
Da 5 1,1% 0 0,0% 0 0,0%
] o Ne 391 | 82,8% | 232 | 832% | 147 | 77,8%
Profesionalna ekspozicija 1,000 0,150 0,152
Da 81 | 17.2% | 47 16,8% 42 | 22,2%
Ne 451 | 95,6% | 273 97,8% | 188 | 99,5%
Osteoporoza 0,110 0,008 0,250
Da 21 | 44% 6 2,2% 1 0,5%
Ne 425 | 90,0% | 243 87,1% 160 | 84,7%
Ekstrapulmonalne neoplazme 0,229 0,059 0,497
Da 47 | 10,0% 36 12,9% 29 15,3%
B ) B Ne 221 | 46,8% | 153 54,8% | 102 | 54,0%
Arterijska hipertenzija 0,035 0,102 0,925
Da 251 | 53,2% | 126 45,2% 87 46,0%
. . Ne 323 | 68,4% | 237 84,9% | 155 | 82,0%
Kardiovaskularne bolesti <0,001 | <0,001 | 0,444
Da 149 | 31,6% 42 15,1% 34 18,0%
B Ne 396 | 83,9% | 242 86,7% | 165 | 87,3%
Dijabetes 0,342 0,283 0,890
Da 76 | 16,1% | 37 13,3% 24 | 12,7%
Ne 448 | 949% | 273 97,8% 185 | 97,9%
Kroni¢na bubrezna bolest 0,054 0,132 1,000
Da 24 5,1% 6 2,2% 4 2,1%
- ] Ne 422 | 89,4% | 258 | 925% | 179 | 94,7%
Gastrointesti-nalne bolesti 0,197 0,035 0,449
Da 50 | 10,6% 21 7,5% 10 5,3%
Ne 437 | 92,6% | 275 98,6% | 183 | 96,8%
Tuberkuloza <0,001 | 0,049 0,213
Da 35 7,4% 4 1,4% 6 3,2%
Ne 441 | 93,4% | 270 96,8% | 186 | 98,4%
Mentalne bolesti i poremecaji 0,063 0,006 0,376
Da 31 | 6,6% 9 3,2% 3 1,6%

P! Fisher-Freeman-Haltonov test, P vrijednost izmedu KOPB (1) i KOPB+karcinom pluca (2) skupina
P2: Fisher-Freeman-Haltonov test, P vrijednost izmedu KOPB (1) i Karcinom plué¢a (3) skupina

P3: Fisher-Freeman-Haltonov test, P vrijednost izmedu KOPB-+karcinom pluéa (2) i Karcinom pluéa (3) skupina

Tablica 3 prikazuje razlike u histoloSkim podtipovima karcinoma pluca 1
njihovom stadiju sa i bez prisutnosti KOPB-a. U istrazivanoj populaciji uklju¢enoj u
izradu ove disertacije, udio adenokarcinoma bio je znacajno veci u skupini sa izoliranim
karcinomom pluca (P<0,001), dok je karcinom plocastih stanca bio ¢es$¢i u skupini koja
je imala i KOPB (P<0,001). Tezi stadiji bolesti poput stadija IV bili su znacajno

zastupljeniji u skupini samo sa karcinomom pluca (P=0,027).
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Tablica 3. Razlike u karakteristikama neoplazmi izmedu skupina: SCLC — sitnostani¢ni
karcinom plu¢a, LCLC — nesitnostani¢ni karcinom pluc¢a, AdCa — adenkarcinom pluca,

SgCC — planocelularni karcinom pluca

SKUPINE
KOPB + karcinom pluéa | Karcinom pluéa =
(N=279) (N=189)
N % N %
Ne 263 94,3% 181 95,8%
SCLC 0,528
Da 16 5,7% 8 4,2%
Ne 253 90,7% 177 93,7%
LCLC 0,302
Da 26 9,3% 12 6,3%
Ne 165 59,1% 80 42,3%
AdCa <0,001
Da 114 40,9% 109 57,7%
Ne 172 61,6% 147 77,8%
SqCC <0,001
Da 107 38,4% 42 22,2%
Ne 265 95,0% 171 90,5%
Ostalo 0,064
Da 14 5,0% 18 9,5%
1A 24 9,5% 8 4,7%
1B 41 16,2% 36 21,3%
1A 44 17,4% 29 17,2%
Stadiji | 1B 44 17,4% 17 10,1% 0,027
1A 54 21,3% 39 23,1%
1B 11 4,3% 3 1,8%
v 35 13,8% 37 21,9%

Skupina pacijenata sa KOPB-om imala je znacajno mladu dob pri dijagnozi u
odnosu na na ostale dvije skupine (P<0,001 i P=0,005), a medijan prezivljenja kod
KOPB-a bio je znacajno veci u skupini koja je imala samo KOPB (P<0,001) dok je
prezivljenje izmedu skupina sa karcinomom pluéa bilo podjednako (P=0,229) (Tablica
4). 1zloZenost duhanskom dimu od ranije je prepoznata kao znacajan rizi¢ni ¢imbenik za
razvoj KOPB-a i karcinoma pluca. Najveéu ekspoziciju duhanskom dimu imali su
pacijenti u skupini sa KOPB-om i karcinomom pluca te je medijan vrijednosti pack-year
(mjerna jedinica izlozenosti osobe duhanskom dimu) bio zna¢ajno vec¢i u odnosu na ostale
skupine (P=0,009 i P=0,032) (Tablica 4).

Znacajan ¢imbenik u razvoju KOPB-a i karcinoma pluc¢a takoder je i nutritivni
status bolesnika. On je procijenjen indeksom tjelesne mase (eng. BMI, Body Mass Index)
1 pacijenti su rasporedeni u kategorije s obzirom na BMI. Vecina pacijenata nalazila se u

kategoriji normalne teZine, no indeks tjelesne mase je bio znacajno najnizi u skupini
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pacijenata sa KOPB-om i karcinomom pluéa, u odnosu na ostale dvije skupine (P=0,006
I P=0,015) (Tablica 4).

Osnovni pokazatelji procjene ograni¢enja protoka zraka u plu¢ima, FEVI i
Tiffeneau indeks (FEV1/FVC) <0,7, u istrazivanoj populaciji bili su znacajno nizih
vrijednosti u skupini pacijenata sa izoliranim KOPB-om u odnosu na skupine sa
karcinomom pluca (P<0,001) (Tablica 4).
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Tablica 4. Razlike u kontinuiranim op¢im i klini¢kim karakteristikama ispitanika izmedu

ispitivanih skupina

. Aritmeticka . Centile
Skupina N . SD Min Max
sredina 25. Medijan 75.
KOPB 432 58,97 10,46 | 29,00 | 84,00 | 52,00 59,00 67,00
KOPB +
Dob pri dijagnozi KPp 279 62,94 7,58 | 33,00 | 85,00 | 58,00 63,00 68,00
KP 186 61,44 9,77 | 37,00 | 87,00 | 54,00 62,00 68,25
KOPB 446 27,10 591 | 14,20 | 52,20 | 22,65 26,91 30,40
KOPB +
BMI (kg/m2) KPp 276 25,81 457 | 1453 | 40,76 | 22,61 25,38 28,67
KP 182 26,95 453 | 18,40 | 42,91 | 23,45 26,92 29,56
KOPB 62 83,53 69,01 | 500 | 323,00 | 3525 63,00 113,00
Prezivljenje KOPB KOPB +
Kp 110 33,94 40,95 | 1,00 | 331,00 | 11,75 23,50 44,00
KOPB +
Prezivljenje karcinom Kp 112 24,35 19,51 | 1,00 | 115,00 | 11,00 19,00 36,75
pluca
KP 73 30,97 29,92 | 1,00 | 159,00 | 13,00 22,00 43,00
KOPB 317 44,17 24,36 | 4,00 | 160,00 | 30,00 40,00 52,00
KOPB +
Pack-year Kp 199 49,23 26,08 | 1,00 | 180,00 | 30,00 45,00 60,00
KP 112 42,96 23,39 | 3,00 | 125,00 | 30,00 40,00 54,75
KOPB 424 56,34 12,66 | 24,21 | 95,67 | 47,55 57,91 65,73
KOPB +
Tiffeneau index Kp 270 65,41 8,57 | 31,40 | 87,43 | 61,10 66,69 71,33
KP 153 80,26 5,74 | 65,52 | 105,20 | 76,53 79,99 83,13
KOPB 428 53,26 20,92 | 10,50 | 122,00 | 37,00 51,95 68,28
KOPB +
FEV1 (%) Kp 271 70,79 18,65 | 24,30 | 115,00 | 57,80 72,90 84,00
KP 157 96,00 16,10 | 55,00 | 139,40 | 85,75 96,20 106,20
Mann-Whitney U test: P vrijednosti
KOPB vs. KOPB + KP | KOPB vs. KP | KOPB + KP vs. KP
Dob pri dijagnozi <0,001 0,005 0,107
BMI (kg/m2) 0,006 0,930 0,015
Prezivljenje KOPB <0,001 - -
Prezivljenje KP - - 0,229
Pack-year 0,009 0,797 0,032
Tiffeneau indeks <0,001 <0,001 <0,001
FEV1 (%) <0,001 <0,001 <0,001
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5.2 Rezultati analize odabira polimorfnih biljega

Cilj ovih analiza bio je ispitati, u dostupnoj bazi podataka, koji od polimorfnih
biljega, smjestenih u genima koji kodiraju za TLR-e, zadovoljavaju postavljene kriterije
- povezanost sa poremec¢enom regulacijom upalne reakcije i razvojem karcinoma, moguci
utjecaj na razinu ekspresije gena / proteina ili na funkcionalnost proteina i ucestalost
manje zastupljenog alela (eng. MAF, Minor Allele Frequency) u testiranim populacijama
veca od 1%. Pretrazivanjem baze podataka i dostupne literature zakljuceno je da
polimorfni biljezi smjesteni u genima TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR 6 i TLR9 (ukupno
13 SNP-ova) zadovoljavaju postavljene kriterije. Lista polimorfnih biljega ukljuc¢enih u
ovo istrazivanje nalazi se u Tablici 5. Tablica 5 prikazuje TLR genske polimorfizme
obzirom na njihovu lokalizaciju, frekvenciju alela, karakteriziranom promjenom
nukleotida i funkcijom. Kao §to se moze vidjeti iz tablice, najveéa zastupljenost MAF
CEU bilaje za polimorfizme smjestene u genima TLR9 rs352139 (48%) i TLRS rs725084
(44%) i TLR5 rs5744174 (44%).

Gen za TLRI1 smjeSten je na 4. kromosomu, a testirani polimorni biljezi
rs5743611, rs4833095 i rs3923647 nalaze se u domeni ponavljanja bogatih leucinom
(eng. LRRs, Leucine-rich repeats). Polimorfizam rs5743611 karakterizira promjena
nukleotida G u nukleotid C, s§to na proteinskom nivou dovodi do zamjene aminokiseline
arginina u treonin (R80T). Polimorfizam rs4833095 karakterizira promjena nukleotida T
u nukleotid C sto dovodi do zamjene asparagine u serin (N248S), a promjena nukelotida
A u nukleotid T, koja karakterizira polimorfizam rs3923647 rezultira zamjenom histidina
u leucin (H305L). Gen za TLR6 smjeSten je na 4. kromosomu, a testirani polimorfni biljeg
rs57483810, kojeg karakterizira zamjena nukleotida C u nukleotid T, §to dovodi do
promjene proteina zbog zamjene serina prolinom (S249P), nalazi se takoder unutar LRR
regije ekstracelularne domene receptora. Gen za TLR2 smjeSten na 4. kromosomu, a
testirani polimorfni biljeg rs13150331, kojeg karakterizira ga promjena nukletida A u
nukletid G, nalazi se u promotorskoj regiji. Podru¢je promotora je sekvenca koja se
obi¢no odnosi na onu neposredno uz mjesto gdje ¢e se gen prepisati. U promotorskoj

regiji gena TLRS, ¢iji je lokus na 1. kromosomu, nalazi se polimorfizam rs725084 sa

promjenom nukleotida T u nukleotid C, dok se u promotorskoj regiji gena TLRY, ¢iji je

lokus na 3. kromosomu, nalazi se polimorfizam rs352139 sa promjenom nukelotida G u

50



nukleotid A. Medu egzonske polimorfizme, odnosne one unutar kodirajuce sekvence
gena pripadaju polimorfizmi rs5743704 i rs5743708 gena za TLR2 na 4. kromosomu,
polimorfizam rs4986790 gena za TLR4 na 9. kromosomu, te polimorfizmi rs2072493,
rs5744174 i rs5744168 gena za TLR5 na 1. kromosomu. Promjene nukleotida koje
karakteriziraju navedene polimorfizme dovode do promjena proteina zbog zamjenjenih
aminokiselina: prolina za histidin kod rs5743704 (P631H), arginine za glutamin kod
rs5743708 (R753Q), aspartata za glicin kod rs4986790 (D299G), asparagina za serin kod
rs2072493 (N592S) i fenilalanina za leucin kod rs5744174 (F616L). Promjena nukleotida
C u nukleotid T polimorfizma rs5744168 u TLRS genu kodira stop kodon §to rezultira

prekidom procesa prevodenja proteina.

Tablica 5. TLR genski polimorfizmi obzirom na njihovu lokalizaciju, frekvenciju alela,

karakteriziranom promjenom nukleotida i funkcijom: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp

Gen SNP Kromosom | Aleli | Domena | MAF CEU? | Promjena proteina
TLR1 | rs5743611 4 G/C LRR 0,13 R80T
TLR1 | rs4833095 4 T/IC LRR 0,22 N248S
TLR1 | rs3923647 4 AIT LRR 0,03 H305L
TLR2 | rs13150331 4 A/G | Promotor 0,39 -
TLR2 | rs5743704 4 A/IC Egzon 0,05 P631H
TLR2 | rs5743708 4 AIG Egzon 0,05 R753Q
TLR4 | rs4986790 9 AIG Egzon 0,06 D299G
TLR5 | rs2072493 1 AIG Egzon 0,15 N592S
TLR5 | rs5744168 1 CIT Egzon 0,03 Stop (C>T)
TLR5 | rs5744174 1 CIT Egzon 0,44 F616L
TLR5 | rs725084 1 T/C | Promotor 0,44 -
TLR6 | rs5743810 4 CIT LRR 0,41 S249P
TLR9 rs352139 3 G/A | Promotor 0,48 -

MAF= Frekvencija minornog alela, CEU= Podrijetlo iz sjeverne i zapadne Europe.

o1
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5.3 U¢inak SNP-a na rizik razvoja karcinoma pluéa

Cilj ovih analiza bio je ispitati geneticku varijabilnost receptora urodene imunosti
kod ispitanika koji imaju dijagnosticiran KOPB i karcinom pluca, te istraziti vezu izmedu
genotipova 1 razvoja karcinoma pluca u bolesnika sa KOPB-om. Ovim istrazivanjem
obuhvaceno je 13 polimorfnih biljega smjestenih u 6 razli¢itih gena koji kodiraju za TLR-
e. Ovo je analiticka opservacijska studija slucajeva (eng. case-only) dizajnirana za
utvrdivanje utjecaja genetskih ¢imbenika na bolest, koriste¢i podatke samo o oboljelim
pojedincima (slucajevima). Prevalentni sluc¢ajevi rasporedeni su u tri skupine: 1. bolesnici
sa izoliranim KOPB-om, 2. bolesnici sa KOPB-om i karcinomom pluca i 3. bolesnici
samo sa karcinomom pluca. Kako bi se pronasla statisti¢ki znacajna razlika, usporedena
je distribucija frekvencije odredenog polimorfizma medu tri odabrane skupine. Izdvojeni
su oni polimorfizmi ¢ija se distribucija alela statisticki znacajno razlikovala medu
skupinama (p <0,05 za Fisher-Freeman-Haltonov test). Modelom logisticke regresije
utvrdena je povezanost izmedu izdvojenih polimorfizama i kategoriziranih skupina. Ishod
ili zavisnu varijablu predstavlja pripadnost skupini dok nezavisnu ili eksplanatornu
varijablu predstavljaju kombinacije alela (AA, AB, BB). Mjeru u¢inka tog SNP-a na rizik
razvoja karcinoma pluca u prisutnosti KOPB-a izraZena je pomoc¢u omjera izgleda (eng.

OR, Odds Ratio).
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5.3.1 Rezultati analize povezanosti polimorfizama u genima za TLR-e kod ispitanika sa

KOPB-om i karcinomom plu¢a

Cilj ove analize bio je ispitati postoji li znacajna povezanost izmedu povecanog
rizika za razvoj karcinoma plu¢a medu nositeljima odredenog genotipa. U ovu analizu
bili su ukljuceni ispitanici koji su imali dijagnosticiran karcinom pluc¢a (KP) i ispitanici
sa dijagnosticiranim KOPB-om koji su sluzili kao kontrola (Tablica 6). Kada je
usporedivana ucestalost testiranih SNP-ova TLR genotipova izmedu bolesnika sa
karcinomom pluca i bolesnika sa KOPB-om, utvrdene su statisticki znacajne razlike u
raspodjeli genotipova TLR5 rs2072493 i rs725084. Za TLRS rs2072493 otkriveno je da
je minorni alel povezan s povecanim rizikom od razvoja karcinoma pluca (G/A + G/G
OR = 1,60 [1,08-2,36] P=0,020). Za TLRS5 rs725084 uocena je grani¢na povezanost
heterozigotnog alela s poveéanim rizikom od razvoja karcinoma pluc¢a (C/T OR = 1,58
[1,00-2,49] P=0,050). Statisticka obrada rezultata genotipizacije ostalih polimorfnih
biljega pokazala je da ne postoji znacajna razlika u raspodjeli genotipova, kao §to je

prikazano u Tablici 6.
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Tablica 6. Povezanost TLR polimorfizama i razvoja karcinoma pluca izmedu ispitanika
koji imaju izolirani KOPB (kontrola) i onih koji imaju samo karcinom pluca (KP), bez

KOPB-a: binarna logisti¢ka regresija (bez prilagodbe na dob i spol)

KP vs KOPB
Referentni SNP Genotip
KP KOPB OR (95% CI) P
GIG 111(68,94%) | 231(75,99%) 1
CIG 43(26,71%) 66(21,71%) 1,36(0,87-2,12) | 0,180
TLR1_rs5743611
CiC 7(4,35%) 7(2,30%) 2,08(0,71-6,08) | 0,180
CIG +CIC 50(31,06%) 73(24,01%) 1,43(0,93-2,18) | 0,100
TIT 80(49,38%) | 145(47,70%) 1
cIT 73(45,06%) | 130(42,76%) | 1,02(0,69-151) | 0,930
TLR1_rs4833095
CiC 9(5,56%) 29(9,54%) 0,56(0,25-1,25) | 0,160
CIT+CIC 82(50,62%) 159(52,30%) | 0,93(0,64-1,37) | 0,730
AIA 152(93,83%) | 284(93,11%) 1
AT 10(6,17%) 21(6,89%) 0,89(0,41-1,94) | 0,770
TLR1_rs3923647
TIT - - - -
AT +TIT 10(6,17%) 21(6,89%) 0,89(0,41-1,94) | 0,770
AIA 59(36,88%) 120(39,87%) 1
AIG 74(46,25%) | 128(42,52%) | 1,18(0,77-1,80) | 0,450
TLR2_rs13150331
GIG 27(16,88%) 53(17,61%) | 1,04(0,59-1,81) | 0,900
G/IA+GIG | 101(63,13%) | 181(60,13%) | 1,13(0,76-1,69) | 0,530
CiC 147(93,04%) | 274(91,33%) 1
AIC 11(6,96%) 26(8,67%) 0,79(0,38-1,64) | 0,530
TLR2_rs_5743704
AIA - - - -
AIC + AIA 11(6,96%) 26(8,67%) 0,79(0,38-1,64) | 0,530
GIG 154(95,65%) | 292(95,42%) 1
AIG 7(4,35%) 14(4,58%) 0,95(0,37-2,40) | 0,910
TLR2_rs5743708
AIA - - - -
AIG + AIA 7(4,35%) 14(4,58%) 0,95(0,37-2,40) | 0,910
AA 136(83,95%) | 264(87,13%) 1
AIG 26(16,05%) 38(12,54%) 1,33(0,77-2,28) | 0,300
TLR4_rs4986790
GIG 0(0,00%) 1(0,33%) 0,00(0,00-1) 0,990
GIA + GIG 26(16,05%) 39(12,87%) 1,29(0,76-2,22) | 0,350
AIA 83(52,20%) 190(63,55%) 1
AIG 63(39,62%) 97(32,44%) 1,49(0,99-2,24) | 0,060
TLR5_rs2072493
GIG 13(8,18%) 12(4,01%) 2,48(1,09-5,66) | 0,030
GIA + GIG 76(47,80%) 109(36,45%) | 1,60(1,08-2,36) | 0,020
ciC 149(92,55%) | 275(90,16%) 1
CIT 12(7,45%) 30(9,84%) 0,74(0,37-1,48) | 0,390
TLR5_rs5744168
TIT - - - -
CIT+TIT 12(7,45%) 30(9,84%) 0,74(0,37-1,48) | 0,390
TIT 51(31,88%) 107(35,43%) 1
CIT 82(51,25%) 120(39,74%) | 1,43(0,93-2,22) | 0,110
TLR5_rs5744174
c/C 27(16,88%) 75(24,83%) 0,76(0,43-1,31) | 0,320
CIT +CIC 109(68,13%) | 195(64,57%) | 1,17(0,78-1,76) | 0,440
TIT 41(25,47%) | 101(33,44%) 1
CIT 84(52,17%) 131(43,38%) | 1,58(1,00-2,49) | 0,050
TLR5_rs725084
ciC 36(22,36%) 70(23,18%) 1,27(0,74-2,18) | 0,390
CIT +CIC 120(74,53%) | 201(66,56%) | 1,47(0,96-2,26) | 0,080
CiC 75(46,58%) 142(46,71%) 1
CIT 72(44,72%) 136(44,74%) | 1,00(0,67-1,50) | 0,990
TLR6_rs5743810
TIT 14(8,70%) 26(8,55%) 1,02(0,50-2,07) | 0,960
CIT+TIT 86(53,42%) 162(53,29%) | 1,01(0,69-1,47) | 0,980
GIG 58(36,02%) 111(36,51%) 1
AIG 75(46,58%) 152(50,00%) | 0,94(0,62-1,44) | 0,790
TLR9_rs352139
AIA 28(17,39%) 41(13,49%) 1,31(0,73-2,32) | 0,360
AIG + AJA | 103(63,98%) | 193(63,49%) | 1,02(0,69-1,52) | 0,920
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5.3.2 Rezultati analize povezanosti polimorfizama u genima za TLR-e kod ispitanika sa
KOPB-om i ispitanika sa KOPB-om i karcinomom pluca

Cilj ove analize bio je ispitati postojati li povezanost izmedu odredenog genotipa
TLR-a i povecanog rizika za razvoj karcinoma pluca u prisutnosti KOPB-a. Slucajeve u
ovoj analizi predstavljaju ispitanici kojima su dijagnosticirani KOPB i karcinoma pluca,
dok su kontrole ispitanici sa izloranim KOPB-om (Tablica 7). Kada je usporedena
raspodjela genotipa u skupini bolesnika sa KOPB-om i karcinomom pluc¢a u odnosu na
bolesnike samo sa KOPB-om, primije¢eno je da su genotipovi TLR1 rs5743611 i TLR5
rs2072493 marginalno povezani sa razvojem karcinoma pluéa u bolesnika sa KOPB-om,
dok je genotip TLRY rs352139 marginalno povezan sa zaStitnom funkcijom u razvoju
karcinoma pluca kod istih. Za TLR1 rs5743611 i TLR5 rs2072493 otkriveno je da je
prisutnost minornog alela povezana sa povecanim rizikom za razvoj karcinoma pluca
(rs5743611 C/G + C/C OR=1,55 [1,05-2,28] P=0,030; rs2072493 G/G OR=2,82 [1,34-
5,941 P=0,010). Za TLR9 pronadena je grani¢na povezanost heterozigotnosti rs352139 sa
protektivnim ucinkom na nastanak karcinoma plu¢a (A/G OR = 0,68 [0,46-1,00]
P=0,050). Kao $to je prikazano Tablici 7, usporedbom unutar opisanih skupina nisu
pronadene statisticki znaCajne razlike za preostale analizirane genotipove polimorfnih

biljega.
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Tablica 7. Povezanost izmedu TLR polimorfizama i razvoja karcinoma plu¢a izmedu

ispitanika koji imaju izolirani KOPB (kontrola) i onih koji imaju karcinom plu¢a (KP) i

KOPB: binarna logisti¢ka regresija (bez prilagodbe na dob i spol)

KOPB+KP vs KOPB

Referentni SNP Genotip
KOPB + KP KOPB OR (95% CI) P
GIG 145(67,13%) | 231(75,99%) 1
CIG 62(28,70%) 66(21,71%) 1,50(1,00-2,24) 0,050
TLR1 rs5743611
CiC 9(4,17%) 7(2,30%) 2,05(0,75-5,62) 0,160
CIG +CIC 71(32,87%) 73(24,01%) 1,55(1,05-2,28) 0,030
TIT 103(47,69%) | 145(47,70%) 1
cIT 97(44,91%) | 130(42,76%) | 1,05(0,73-1,51) | 0,790
TLR1_rs4833095
CiC 16(7,41%) 29(9,54%) 0,78(0,40-1,50) 0,450
CIT+CIC 113(52,31%) | 159(52,30%) 1,00(0,71-1,42) 1,000
AIA 207(94,52%) | 284(93,11%) 1
AT 12(5,48%) 21(6,89%) 0,78(0,38-1,63) | 0,510
TLR1_rs3923647
TIT - - - -
AT +TIT 12(5,48%) 21(6,89%) 0,78(0,38-1,63) 0,510
AIA 88(41,12%) 120(39,87%) 1
AIG 91(42,52%) | 128(42,52%) | 0,97(0,66-1,42) | 0,870
TLR2_rs13150331
GIG 35(16,36%) 53(17,61%) 0,90(0,54-1,50) | 0,690
G/IA+GIG | 126(58,88%) | 181(60,13%) | 0,95(0,66-1,36) | 0,770
CiC 198(91,67%) | 274(91,33%) 1
AIC 18(8,33%) 26(8,67%) 0,96(0,51-1,80) 0,890
TLR2_rs_5743704
AIA - - - -
AIC + AIA 18(8,33%) 26(8,67%) 0,96(0,51-1,80) | 0,890
GIG 210(97,22%) | 292(95,42%) 1
AIG 6(2,78%) 14(4,58%) 0,60(0,23-1,58) 0,300
TLR2_rs5743708
AIA - - - -
AIG + AIA 6(2,78%) 14(4,58%) 0,60(0,23-1,58) | 0,300
AA 189(86,70%) | 264(87,13%) 1
AIG 28(12,84%) 38(12,54%) 1,03(0,61-1,74) | 0,910
TLR4_rs4986790
GIG 1(0,46%) 1(0,33%) 1,40(0,09-22,47) | 0,810
GIA + GIG 29(13,30%) 39(12,87%) 1,04(0,62-1,74) 0,890
AIA 118(54,38%) | 190(63,55%) 1
AIG 78(35,94%) 97(32,44%) 1,29(0,89-1,89) 0,180
TLR5_rs2072493
GIG 21(9,68%) 12(4,01%) 2,82(1,34-5,94) | 0,010
GIA + GIG 99(45,62%) 109(36,45%) 1,46(1,02-2,09) 0,040
ciC 201(92,63%) | 275(90,16%) 1
CIT 16(7,37%) 30(9,84%) 0,73(0,39-1,37) 0,330
TLR5_rs5744168
TIT - - - -
CIT+TIT 16(7,37%) 30(9,84%) 0,73(0,39-1,37) 0,330
TIT 78(35,94%) 107(35,43%) 1
CIT 100(46,08%) | 120(39,74%) 1,14(0,77-1,70) 0,510
TLR5_rs5744174
c/C 39(17,97%) 75(24,83%) 0,71(0,44-1,16) | 0,170
CIT+CIC 139(64,06%) | 195(64,57%) 0,98(0,68-1,41) 0,900
TIT 69(32,09%) 101(33,44%) 1
CIT 106(49,30%) | 131(43,38%) 1,18(0,79-1,77) 0,410
TLRS5_rs725084
ciC 40(18,60%) 70(23,18%) 0,84(0,51-1,37) 0,480
CIT +CIC 146(67,91%) | 201(66,56%) 1,06(0,73-1,54) 0,750
c/C 97(45,12%) | 142(46,71%) 1
CIT 97(45,12%) 136(44,74%) 1,04(0,72-1,51) 0,820
TLR6_rs5743810
TIT 21(9,77%) 26(8,55%) 1,18(0,63-2,22) 0,600
CIT+TIT 118(54,88%) | 162(53,29%) 1,07(0,75-1,51) 0,720
GIG 89(41,01%) 111(36,51%) 1
AIG 83(38,25%) 152(50,00%) 0,68(0,46-1,00) 0,050
TLR9_rs352139
AIA 45(20,74%) 41(13,49%) 1,37(0,82-2,27) 0,220
AIG + AJA | 128(58,99%) | 193(63,49%) 0,83(0,58-1,18) 0,300
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5.3.3 Rezultati analize povezanosti polimorfizama u genima za TLR-e kod ispitanika sa

karcinomom pluca i ispitanika sa KOPB-om i karcinomom pluca

Cilj ove analize bio je ispitati postoji li statisticki znaCajna povezanost u
ucestalosti genotipova kada se usporeduju skupine bolesnika samo sa karcinomom pluca
I onih sa KOBP-om i karcinomom pluéa. Korelacijom ispitanika kontrolne skupine
(bolesnici samo sa karcinomom pluca) i ispitanika koji boluju od KOPB-a i karcinoma
pluca nije uoCen statisti¢ki znacajnije zastupljen genotip. Odnosno, u ovim dvjema
skupinama ispitanika raspodjela alela analiziranih polimorfizama nije se znacajno

razlikovala (p >0,05 za Fisher-Freeman-Haltonov test), kako je prikazano u Tablici 8.
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Tablica 8. Povezanost izmedu TLR polimorfizama i razvoja karcinoma plu¢a izmedu
ispitanika koji imaju izoliran karcinom plu¢a (KP) i onih koji imaju karcinom pluca i

KOPB: binarna logisti¢ka regresija (bez prilagodbe na dob i spol)

KP vs KOPB+KP
Referentni SNP Genotip
KP KOPB+KP | OR (95% CI) p
GIG 111(68,94%) | 145(67,13%) 1
CIG 43(26,71%) 62(28,70%) 0,91(0,57-1,44) | 0,670
TLR1 rs5743611
C/C 7(4,35%) 9(4,17%) 1,02(0,37-2,81) | 0,980
C/G +CIC 50(31,06%) 71(32,87%) 0,92(0,59-1,43) | 0,710
TIT 80(49,38%) | 103(47,69%) 1
cIT 73(45,06%) 97(44,91%) | 0,97(0,64-1,48) | 0,880
TLR1_rs4833095
C/C 9(5,56%) 16(7,41%) 0,72(0,30-1,72) | 0,470
C/T+CIC 82(50,62%) 113(52,31%) | 0,93(0,62-1,40) | 0,740
AIA 152(93,83%) | 207(94,52%) 1
AT 10(6,17%) 12(5,48%) 1,13(0,48-2,70) | 0,770
TLR1_rs3923647
TT - - - -
AT+TIT 10(6,17%) 12(5,48%) 1,13(0,48-2,70) | 0,770
AIA 59(36,88%) 88(41,12%) 1
AIG 74(46,25%) 91(42,52%) | 1,21(0,77-1,90) | 0,400
TLR2_rs13150331
GIG 27(16,88%) 35(16,36%) | 1,15(0,63-2,10) | 0,650
G/A +GIG 101(63,13%) 126(58,88%) 1,20(0,78-1,82) 0,410
C/C 147(93,04%) | 198(91,67%) 1
AIC 11(6,96%) 18(8,33%) 0,82(0,38-1,80) | 0,620
TLR2_rs_5743704
AIA - - - -
AIC + AJA 11(6,96%) 18(8,33%) 0,82(0,38-1,80) | 0,620
GIG 154(95,65%) | 210(97,22%) 1
AIG 7(4,35%) 6(2,78%) 1,59(0,52-4,83) | 0,410
TLR2_rs5743708
AIA - - - -
AlG + AIA 7(4,35%) 6(2,78%) 1,59(0,52-4,83) | 0,410
AIA 136(83,95%) | 189(86,70%) 1
AlG 26(16,05%) 28(12,84%) 1,29(0,72-2,30) | 0,390
TLR4_rs4986790
GIG 0(0,00%) 1(0,46%) 0,00(0,00-1) 0,990
GIA + GIG 26(16,05%) 29(13,30%) 1,25(0,70-2,21) | 0,450
AIA 83(52,20%) 118(54,38%) 1
AIG 63(39,62%) 78(35,94%) 1,15(0,74-1,77) | 0,530
TLR5_rs2072493
GIG 13(8,18%) 21(9,68%) 0,88(0,42-1,86) | 0,740
GIA + GIG 76(47,80%) 99(45,62%) 1,09(0,72-1,64) | 0,680
c/C 149(92,55%) | 201(92,63%) 1
CIT 12(7,45%) 16(7,37%) 1,01(0,46-2,20) | 0,980
TLR5_rs5744168
TIT - - - -
CIT+TIT 12(7,45%) 16(7,37%) 1,01(0,46-2,20) | 0,980
TIT 51(31,88%) 78(35,94%) 1
CIT 82(51,25%) 100(46,08%) | 1,25(0,79-1,98) | 0,330
TLR5_rs5744174
ciC 27(16,88%) 39(17,97%) 1,06(0,58-1,94) | 0,850
CIT+CIC 109(68,13%) | 139(64,06%) | 1,20(0,78-1,85) | 0,410
TIT 41(25,47%) 69(32,09%) 1
CIT 84(52,17%) 106(49,30%) | 1,33(0,82-2,16) | 0,240
TLR5_rs725084
c/C 36(22,36%) 40(18,60%) 1,51(0,84-2,74) | 0,170
CIT+CIC 120(74,53%) | 146(67,91%) | 1,38(0,88-2,18) | 0,160
C/C 75(46,58%) 97(45,12%) 1
CIT 72(44,72%) 97(45,12%) 0,96(0,63-1,47) | 0,850
TLR6_rs5743810
TIT 14(8,70%) 21(9,77%) 0,86(0,41-1,81) | 0,690
CIT+TIT 86(53,42%) 118(54,88%) | 0,94(0,63-1,42) | 0,780
GIG 58(36,02%) 89(41,01%) 1
AIG 75(46,58%) 83(38,25%) 1,39(0,88-2,19) | 0,160
TLR9_rs352139
AIA 28(17,39%) 45(20,74%) 0,95(0,54-1,70) | 0,870
AIG + AIA | 103(63,98%) | 128(58,99%) | 1,23(0,81-1,88) | 0,330
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5.4 U¢inak SNP-a na rizik razvoja karcinoma pluéa nakon prilagodbe na dob i spol

Analiza povezanosti genotipova i rizika za razvoj karcinoma pluca bez korekcije
prema spolu i dobi istaknula je 5 polimorfnih biljega ¢ija se raspodjela alela zna¢ajno
razlikovala (p <0,05 za Fisher-Freeman-Haltonov test) medu definiranim skupinama
ispitanika. Polimorfizmi za koje se tom neprilagodenom analizom dokazala povezanost
sa povecanim rizikom za razvoj karcinoma pluc¢a su: TLR1 rs5743611, TLR5 rs2072493,
TLR5 rs5744174, TLR5 rs725084 i TLR9 rs352139. Navedeni SNP-ovi ponovno su
analizirani na pove¢anom broju uzoraka sa dodatnom korekcijom prema dobi i spolu. S
obzirom da su vecina ispitanika ukljucenih u ovo istrazivanje pusaci (Tablica 1), utecaj
varijable puSenja nema statisticki zna€aj na adaptaciju modela. Statistickom obradom
ucestalosti genotipova prilagodene na spol 1 dob ispitanika iskljucila se moguénost
utjecaja spolnih 1 dobnih razlika na povezanost izmedu poveéanog rizika za razvoj
karcinoma plu¢a medu nositeljima odredenog genotipa. P vrijednosti su se smatrale
znacajnima pri p <0,05, s razinom znacajnosti za cijelu studiju pri p <0,0038 uzimajuéi u
obzir Bonferronijevu korekciju za visestruko ispitivanje. Analiza odabranih SNP-ova,
povezanih sa definiranim skupinama pacijenata u prvom krugu testa, na pove¢anom broju
uzoraka, kontrolirana na dob i spol pacijenata prikazana je u Tablicama 9-11.

Korelacija ispitanika kontrolne skupine (bolesnici samo sa KOPB-om) i ispitanika
koji boluju od karcinoma pluca prikazana je u Tablici 9. Kada je usporedena ucestalost
genotipa odabranih 5 SNP-ova izmedu bolesnika sa KOPB-om i izoliranim karcinomom
pluca, otkriveno je da je minorni alel istog SNP-a TLRS rs2072493 znacajno povezan sa
razvojem karcinoma pluca (G/A + G/G OR =1,71 [1,20- 2,43] P=0,003).
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Tablica 9. Povezanost izmedu TLR polimorfizama i razvoja karcinoma plu¢a izmedu
ispitanika koji imaju izolirani KOPB (kontrola) i onih koji imaju karcinom pluca (KP):

binarna logisticka regresija (prilagodeno na dob i spol)

) . KP vs KOPB
Referentni SNP Genotip
KP KOPB OR (95% CI) P
GIG 140 (67,96%) | 311(74,05%) 1
GIC 57 (27,67%) | 95(22,62%) | 1,30(0,88-1,93) | 0,180
TLR1_rs5743611
cic 9 (4,37%) 14(3,33%) | 1,25(0,52-3,01) | 0,620
G/C+CIC | 66(32,04%) | 109(25,95%) | 1,30(0,89-1,88) | 0,170
TIT 65 (32,02%) | 141(33,65%) 1
CIT 99 (48,77%) | 188(44,87%) | 1,15(0,78-1,69) | 0,480
TLR5_rs5744174
C/IC 39(19,21%) | 90(21,48%) | 0,97(0,60-1,57) | 0,900
C/IT+CIC | 138(67,98%) | 278(66,35%) | 1,09(0,76-1,57) | 0,640
AA 115 (56,65%) | 284(68,77%) 1
GIA 73 (35,96%) | 118(28,57%) | 1,55(1,07-2,25) | 0,020
TLR5_rs2072493
GIG 15 (7,39%) 11(2,66%) | 3,27(1,44-7,43) | 0,010
G/A+GIG | 88(43,35%) | 129(31,23%) | 1,71(1,20-2,43) | 0,003
TIT 52 (25,24%) | 136(32,69%) 1
cIT 104 (50,49%) | 192(46,15%) | 1,41(0,94-2,11) | 0,100
TLR5_rs725084
c/c 50 (24,27%) | 88(21,15%) | 1,47(0,91-2,38) | 0,110
CIT +CIC | 154 (74,76%) | 280(67,31%) | 1,43(0,97-2,09) | 0,070
GIG 71 (34,80%) | 148(36,82%) 1
GIA 97 (47,55%) | 196(48,76%) | 1,05(0,72-1,53) | 0,810
TLR9_rs352139
AIA 36 (17,65%) | 58(14,43%) | 1,29(0,77-2,15) | 0,330
G/A + AIA | 133(65,20%) | 254(63,18%) | 1,10(0,77-1,58) | 0,590

Daljnja analiza provedena je za slucajeve ispitanika kojima su dijagnosticirani
KOPB i karcinoma pluca i njihovim kontrolama - ispitanicima sa izoliranom dijagnozom
KOPB-a. Otkriveno je da je samo TLRS rs2072493 koji kodira polimorfizam statisticki
znacajno povezan s rizikom za razvoj karcinoma pluca u skupini pacijenata sa KOPB-
om. Ucestalost minornog alela TLRS rs2072493 bila je statisti¢ki znacajno povezana sa
karcinomom pluca kada su podaci logisticke regresije prilagodeni dobi i spolu (G/A +
G/G OR=1,76 [1,26-2,46] P<0,001; G/G OR = 4,37 [2,03-9,45] P<0,001). Navedeni

rezultati prikazani su u Tablici 10.
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Tablica 10. Povezanost izmedu TLR polimorfizama i razvoja karcinoma pluca izmedu
ispitanika koji imaju izolirani KOPB (kontrola) i onih koji imaju karcinom pluc¢a (KP) i

KOPB: binarna logisti¢ka regresija (prilagodeno na dob i spol)

) . KOPB+KP vs KOPB
Referentni SNP Genotip
KOPB + KP KOPB OR (95% CI) p
GIG 171(69,51%) | 311(74,05%) 1
GIC 67(27,24%) | 95(22,62%) | 1,30(0,90-1,88) | 0,170
TLR1_rs5743611
cic 8(3,25%) 14(3,33%) | 1,05(0,42-2,60) | 0,920
G/IC+CIC | 75(30,49%) | 109(25,95%) | 1,27(0,89-1,81) | 0,190
TIT 88(35,48%) | 141(33,65%) 1
CIT 116(46,77%) | 188(44,87%) | 0,97(0,68-1,39) | 0,870
TLR5_rs5744174
cic 44(17,74%) | 90(21,48%) | 0,81(0,51-1,29) | 0,370
C/T+CIC | 160(64,52%) | 278(66,35%) | 0,92(0,66-1,29) | 0,630
AIA 139(56,28%) | 284(68,77%) 1
G/IA 86(34,82%) | 118(28,57%) | 1,52(1,07-2,17) | 0,020
TLR5_rs2072493
GIG 22(8,91%) 11(2,66%) | 4,37(2,03-9,45) | <0,001
G/A + G/G | 108(43,72%) | 129(31,23%) | 1,76(1,26-2,46) | 0,001
TIT 80(32,65%) | 136(32,69%) 1
CIT 122(49,80%) | 192(46,15%) | 1,02(0,71-1,48) | 0,900
TLR5_rs725084
c/C 43(17,55%) | 88(21,15%) | 0,85(0,53-1,35) | 0,490
CIT+C/C | 165(67,35%) | 280(67,31%) | 0,97(0,69-1,37) | 0,870
GIG 102(41,30%) | 148(36,82%) 1
G/IA 95(38,46%) | 196(48,76%) | 0,73(0,51-1,04) | 0,080
TLR9_rs352139
AIA 50(20,24%) | 58(14,43%) | 1,19(0,75-1,89) | 0,460
GIA + AIA | 145(58,70%) | 254(63,18%) | 0,84(0,60-1,17) | 0,300

Ponovljenom analizom ucestalosti odabranih SNP-ova, prilagodenom na spol i
dob ispitanika samo sa karcinomom pluca i onih sa KOBP-om i karcinomom pluca, nije
uocena statisticki znacajna povezanost niti jednog testiranog SNP-a osim TLR5 rs725084
gdje varijanta C/C povecava rizik s OR=1,84 [1,06- 3,19] P=0,030. Rezultati su prikazani
u Tablici 11.
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Tablica 11. Povezanost izmedu TLR polimorfizama i razvoja karcinoma plucéa izmedu
ispitanika koji imaju izoliran karcinom plu¢a (KP) i onih koji imaju karcinom pluca i

KOPB: binarna logisti¢ka regresija (prilagodeno na dob i spol)

. . KP vs KOPB+KP
Referentni SNP Genotip
KP KOPB + KP | OR (95% CI) P
GIG 140(67,96%) | 171(69,51%) 1
GIC 57(27,67%) | 67(27,24%) | 1,05(0,69-1,61) | 0,820
TLR1_rs5743611
cic 9(4,37%) 8(3,25%) | 1,03(0,37-2,83) | 0,960
G/IC+CIC | 66(32,04%) | 75(30,49%) | 1,05(0,70-1,58) | 0,820
TIT 65(32,02%) | 88(35,48%) 1
CIT 99(48,77%) | 116(46,77%) | 1,18(0,77-1,82) | 0,440
TLRS5_rs5744174
ciCc 39(19,21%) | 44(17,74%) | 1,20(0,69-2,08) | 0,510
C/T +C/C | 138(67,98%) | 160(64,52%) | 1,19(0,79-1,78) | 0,400
AIA 115(56,65%) | 139(56,28%) 1
G/A 73(35,96%) | 86(34,82%) | 1,06(0,70-1,59) | 0,790
TLR5_rs2072493
GIG 15(7,39%) 22(8,91%) | 0,73(0,35-1,49) | 0,390
G/A+GIG | 88(43,35%) | 108(43,72%) | 0,99(0,67-1,44) | 0,940
TT 52(25,24%) 80(32,65%) 1
CIT 104(50,49%) | 122(49,80%) | 1,37(0,87-2,14) | 0,170
TLR5_rs725084
CiC 50(24,27%) 43(17,55%) | 1,84(1,06-3,19) | 0,030
CIT +CIC | 154(74,76%) | 165(67,35%) | 1,49(0,98-2,28) | 0,060
GIG 71(34,80%) | 102(41,30%) 1
G/IA 97(47,55%) | 95(38,46%) | 1,44(0,94-2,20) | 0,090
TLR9_rs352139
AIA 36(17,65%) | 50(20,24%) | 1,12(0,66-1,92) | 0,680
G/A + AJA | 133(65,20%) | 145(58,70%) | 1,33(0,90-1,97) | 0,150
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5.5 SNP rs2072493 gena TLR 5 i koncentracija IL-6 u serumu

Obzirom na ¢injenicu da su rezultati analize povezanosti genotipova i rizika za
razvoj bolesti istaknule polimorfizam TLR5 rs2072493 kao statisticki zna¢ajno povezan
s razvojem karcinoma pluc¢a odabran je za daljnju funkcionalnu analizu. U svrhu
odredivanja indirektne funkcionalne znacajnosti navedenog polimorfizma, koristenjem
ELISA testa (eBioscience, San Diego, SAD) analizirana je koncentracija IL-6 u serumima
heterozigotnih i homozigotnih nosioca polimorfizma rs2072493 gena TLR5. Poznato je
da je sistemna posljedica poticanja signalizacije ovisne o TLR5 proizvodnja
proinflamatornog citokina IL-6 (144).

Istrazeno je da li prisutnost SNP-a rs2072493 gena za TLRS, za koji je utvrdeno
da je povezan sa rizikom za razvoj karcinoma pluca u prisutnosti KOBP-a, utjece na
koncentraciju IL-6 u serumu ispitanika. Histogram prikazuje odnos koncentracije IL-6 i
alelnih varijanti polimorfizma rs2072493 TLR 5 (Slika 9). Prikazana je distribucija
heterozigotnih i homozigotnih nosioca oba varijantna alela, te znaajna medusobna
razlika u serumskoj koncentraciji IL-6 nosioca. Postoji znacajna razlika u koncentraciji
IL-6: znacajno su vise koncentracije IL-6 kod varijante AA u odnosu na A/G + G/G,
P=0,026.
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Slika 9. SNP rs2072493 gena TLR 5 i koncentracija IL-6 u serumu

Histogram prikazuje odnos koncentracije IL-6 i alelnih varijanti polimorfizma rs2072493 TLR 5. Serum je
izoliran iz periferne krvi ispitanika s poznatim genotipom. Koncentracija IL-6 u serumima ispitanika
odredena je metodom ELISA prema uputi proizvodaca (detaljno opisano u Materijalima i metodama).
Rezultati su prikazani kao vrijednosti koncentracije u pg/ml, a mjerenja su radena u duplikatu. Mjerenja su
tri puta ponavljana, a slika prikazuje jedno od mjerenja. Stupac standardne pogreske (eng. error bar)
prikazuje varijabilnost +/- SEM (eng. Standard Error of the Mean) duplikata izmjerenih u jednom mjerenju.
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5.6 Povezanost polimorfizama gena TLRS5 sa teZinom KOPB-a i stadijem karcinoma

pluca

Cilj ove analize bio je ispitati povezanost analiziranih polimorfizama sa klinickim
karakteristikama ispitanika. S obzirom na ¢injenicu da se polimorfni biljeg gena TLR5
rs2072493 pokazao kao znacajno povezan s rizikom za razvoj karcinoma pluca kod
pacijenata sa KOPB-om, za SNP-ove TLR5 rs2072493, TLR5 rs725084 i TLR5
rs5744174 je analizirano postoji li njihova znacajna povezanost sa stadijem KOPB-a i
stadijem karcinoma plu¢a. Hi-kvadrat testom ispitani su odnosi polimorfizama TLR5
rs2072493, TLRS5 rs725084 i TLR5 rs5744174 sa stadijem KOPB-a prema GOLD
Klasifikaciji (od najblazeg do najtezeg stadija: A — B — C — D) i prema vrijednostima
FEVI, te sa stadijem karcinoma plu¢a prema TNM klasifikaciji (stadij 1, 2, 3 i 4). Hi-
kvadrat test sluzi potvrdi da li opazene frekvencije odstupaju od frekvencija koje bismo
oc¢ekivali pod odredenom hipotezom. Kod ovog testa istraZzeno je postoji li povezanost
izmedu klini¢kog parametra (GOLD, FEV1 i stadij karcinoma) i genotipa gore navedenih
polimorfizma, te je pokazana vjerojatnost povezanosti. U tablici kontingencije o¢ekivana
frekvencija izraunata je tako da je umnozak sume redaka (eng. RT, Row Total) i sume
stupaca (eng. CT, Column Total) podijeljen sa ukupnom sumom (eng. GT, Grand Total).
Princip GOLD i TNM Kklasifikacije ispitanika detaljno su opisani u Materijalima i
metodama. Tezina opstrukcije disnih putova, izrazena pomoc¢u FEV1, stupnjevana je od
najblazeg do najtezeg stupnja: stupanj 1. FEV1 >80%, stupanj 2. FEV1 50-80%, stupanj
3. FEV1 30-50% i stupanj 4. FEV1 <30%.

5.6.1. Rezultati povezanosti SNP-a rs5744174 s klinickim parametrima ispitanika

Rezultati analize povezanosti rs5744174 sa klinickim parametrima ispitanika
pokazali su da je testirani polimorfni biljeg statisti¢ki znac¢ajno povezan sa teZinom
KOPB-a prema GOLD-u, P=0,0291 (Tablica 12) i tezinom opstrukcije diSnih puteva
definirane sa FEV1, P=0.049 (Tablica 13). Takoder, rezultati ovih analiza pokazali su
nepostojanje povezanosti testiranog polimorfizma sa stadijem karcinoma pluca,
P=0,7467 (Tablica 14).
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Tablica 12. Povezanost izmedu genotipova polimorfizma TLRS rs5744174 i stadija
KOPB-a prema GOLD klasifikaciji

TLR5 rs5744174 TC Suma redaka (RT)
GOLD C/C CIT T/T
18 63 33
15,8% RT | 55,3% RT | 28,9% RT 0
A 173% CT | 269%CT | 209% CT 114 (23,0%)
36%GT | 127%GT | 6,7%GT
41 102 64
19,8% RT | 49,3% RT | 30,9% RT
, , , 0
B 39,4% CT | 436%CT | 405%CT 207 (41,7%)
8,3% GT | 20,6% GT | 12,9% GT
17 39 35
18, 7% RT | 42,9% RT | 38.5% RT
, , 0
¢ 16,3% CT | 16,7%CT | 222% CT 91 (18,3%)
34% GT | 79%GT 7.1%GT
28 30 26
33,3%RT | 357%RT | 31,0%RT 0
b 26,9%CT | 128%CT | 16,5% CT 84 (16,99)
56% GT | 6,0%GT 52% GT
104 234 158
Suma stupaca (CT) 21.00% 47.20% 31.90% 496 (GT)
Hi-kvadrat 14,044
Stupanj slobode 6
Razina znacajnosti P =0,0291
Koeficijent kontingencije | 0,166

Tablica 13. Povezanost izmedu genotipova polimorfizma TLRS rs5744174 i tezine

opstrukcije diSnih puteva definirane sa FEV1

TLR5 rs5744174 TC Suma redaka (RT)
FEV1 CIC CIT T/T
23 67 37
18,1% RT | 52.8% RT | 29,1% RT
0, ! ! 0,
>80% 172% CT | 22.2%CT | 16,7%CT 127 (19,3%)
35%GT | 10.2% GT | 56%GT
57 145 102
18,8% RT | 47.7% RT | 33,6% RT
- 0, L L 0,
50-80% 42.5% CT | 48.0%CT | 45.9%CT | S04 (46:2%)
8,7% GT | 22.0% GT | 155% GT
30 63 61
19,5% RT | 40.9% RT | 39,6% RT
-500, 2 2 0,
30-50% 22,4%CT | 20.9% CT | 27,5% CT 154 (23,4%)
46%GT | 9.6%GT 9,3% GT
24 27 22
32,9% RT | 37.0% RT | 30,1% RT
0, ! 1 0,
<30% 179% CT | 89%CT 9,9% CT 73 (11,1%)
3,6% GT 4.1% GT 3,3% GT
134 302 222
Suma stupaca (CT) 20.40% 45.90% 33.70% 658 (GT)
Hi-kvadrat 12,647
Stupanj slobode 6
Razina znacajnosti P =0,0490
Koeficijent kontingencije | 0,137
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Tablica 14. Povezanost izmedu genotipova polimorfizma TLRS rs5744174 i stadija

karcinoma plu¢a prema TNM klasifikaciji

TLR5 rs5744174 TC Suma redaka (RT)
STADIJ C/C CIT TT
10 23 18
19,6% RT | 45,1% RT | 35,3% RT
, , , o
1 28,600 CT | 232%CT | 254%CT 51 (24,3%)
49%GT | 11,2%GT | 88%GT
11 30 22
175% RT | 47,6% RT | 349%RT 0
2 31,4%CT | 30,3% CT | 31,0% CT 63 (30,7%)
54% GT | 14,6% GT | 10,7% GT
9 31 15
16,4% RT | 56,4% RT | 27,3% RT
, , , 0
3 25.7% CT | 313% CT | 2L,1%CT 55 (26,8%)
44% GT | 151% GT | 7,3% GT
5 15 16
13,9% RT | 41, 7% RT | 44,4% RT
. , , 0
4 143% CT | 152%CT | 225% CT 36 (17,6%)
24%GT | 73%GT | 78%GT
35 99 71
Suma stupaca (CT) 17.10% 48.30% 34.60% 205 (GT)
Hi-kvadrat 3,479
Stupanj slobode 6
Razina znac¢ajnosti P =0,7467
Koeficijent kontingencije | 0,129
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5.6.2. Rezultati povezanosti SNP-a rs725084 s klini¢kim parametrima ispitanika

Rezultati analize povezanosti rs725084 sa klini¢kim parametrima ispitanika
pokazali su da je testirani polimorfni biljeg statisticki znaCajno povezan sa tezinom
KOPB-a prema GOLD-u, P=0,0241 (Tablica 15), no bez znacajne razlike u tezini
opstrukcije disnih puteva definirane sa FEV1, P=0,0868 (Tablica 16). Takoder, rezultati
ovih analiza pokazali su nepostojanje povezanosti testiranog polimorfizma sa stadijem
karcinoma pluca, P=0,3848 (Tablica 17).

Tablica 15. Povezanost izmedu genotipova polimorfizma TLRS rs725084 i stadija
KOPB-a prema GOLD Klasifikaciji

TLR5 rs725084 TC Suma redaka (RT)
GOLD C/C CIT T/T
16 69 27
14,3% RT | 61,6% RT | 24,1% RT
) ) ) o
A 15,2% CT | 30,0 CT | 17,4% CT 112 (22,9%)
33%GT | 141%GT | 55%GT
48 92 65
23,4% RT | 449%RT | 31,7% RT o
B 457%CT | 40,0% CT | 41,9%CT 205 (41,8%)
9,8% GT | 18,8% GT | 13,3% GT
21 35 36
22,8% RT | 38,0% RT | 39,1% RT 0
¢ 20,0% CT | 152%CT | 232% CT 92 (18,8%)
4,3% GT 7,1% GT 7,3% GT
20 34 27
24,7% RT | 42,0%RT | 33,3% RT
) , ) o
D 19,0% CT | 148%CT | 174%CT 81 (16,5%)
4,1% GT 6,9% GT 55% GT
105 230 155
Suma stupaca (CT) 21.40% 46.90% 31.60% 490 (GT)
Hi-kvadrat 14,54
Stupanj slobode 6
Razina znacajnosti P =0,0241
Koeficijent kontingencije | 0,17
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Tablica 16. Povezanost izmedu genotipova polimorfizma TLRS5 rs725084 i tezine

opstrukcije disnih puteva definirane sa FEV1

TLR5 rs725084 TC Suma redaka (RT)
FEV1 C/C CIT T/T
21 74 31
16,7% RT | 58,7% RT | 24,6% RT
o ) ) ) 0
>80% 151%CT | 244%CT | 147%CT 126 (19,3%)
32%GT | 113% GT | 4,7%GT
66 137 99
21,9% RT | 454% RT | 32,8%RT
-800, ! ! ! 0,
50-80% 475%CT | 452% CT | 46,9%CT 302 (46,2%)
10,1% GT | 21,0% GT | 15,2% GT
34 64 57
21,9% RT | 41,3% RT | 36,8%RT
-500, ! ! ! 0,
30-50% 245%CT | 211%CT | 27,0%CT 155 (23,7%)
52% GT 9,8% GT 8,7% GT
18 28 24
25,7% RT | 40,0% RT | 34,3%RT
o ) ) ) o
<30% 129% CT | 92%CT | 114%CT 70(10,7%)
2,8% GT 4,3% GT 3,7% GT
139 303 211
Suma stupaca (CT) 21.30% 46.40% 32.30% 653 (GT)
Hi-kvadrat 11,05
Stupanj slobode 6
Razina znacajnosti P =0,0868
Koeficijent kontingencije | 0,129

Tablica 17. Povezanost izmedu genotipova polimorfizma TLRS rs725084 i stadija

karcinoma pluc¢a prema TNM klasifikaciji

TLR5 rs725084 TC Suma redka (RT)
STADIJ CIC CIT T/T
7 23 20
14,0% RT | 46,0% RT | 40,0% RT
20,6% CT | 22,1% CT | 32,8% CT
35%GT | 116%GT | 10,1% GT
12 28 20
20,0% RT | 46,7% RT | 33,3% RT
353% CT | 26,9%CT | 32,8% CT
6,0% GT | 14,1% GT | 10,1% GT
10 29 14
18,9% RT | 54,7% RT | 26,4% RT
29,4% CT | 27,9% CT | 23,0% CT
50%GT | 146%GT | 7,0%GT
5 24 7
13,9% RT | 66,7% RT | 19,4% RT
147%CT | 23,1%CT | 115% CT
25%GT | 121% GT | 35%GT
34 104 61
17,10% 52,30% 30,70%

50 (25,1%)

60 (30,2%)

53 (26,6%)

36 (18,1%)

Suma stupaca (CT) 199 (GT)

Hi-kvadrat 9,589

Stupanj slobode 9

Razina znacajnosti P =0,3848

Koeficijent kontingencije | 0,16
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5.6.3. Rezultati povezanosti SNP-a rs2072493 s klinickim parametrima ispitanika

Rezultati analize povezanosti rs2072493 sa klinickim parametrima ispitanika
pokazali su da testirani polimorfni biljeg nije statisticki zna¢ajno povezan sa tezinom
KOPB-a prema GOLD-u, P=0,9818 (Tablica 18), niti sa tezinom opstrukcije disnih
puteva definirane sa FEV1, P=0,7545 (Tablica 19). Takoder, rezultati ovih analiza
pokazali su nepostojanje povezanosti testiranog polimorfizma sa stadijem karcinoma
pluca, P=0,4086 (Tablica 20).

Tablica 18. Povezanost izmedu genotipova polimorfizma TLRS rs2072493 i stadija
KOPB-a prema GOLD klasifikaciji

TLR5 rs2072493 AG Suma redaka (RT)
GOLD A/A GIA GIG
65 38 7
59,1% RT | 34,5% RT 6,4% RT o
A 23.2%CT | 21.3%CT | 21.9%cCT |  110(224%)
133% GT | 7,8% GT 1,4% GT
115 75 14
56,4% RT | 36,8% RT 6,9% RT o
B 41,1%CT | 421%CT | 43,7%CT 204 (41.6%)
23,5% GT | 153% GT | 2,9% GT
53 32 7
57,6% RT | 34,8% RT 7,6% RT 0
¢ 18,9% CT | 18,0% CT | 21,9% CT 92 (18.8%)
10,8% GT | 6,5% GT 1,4% GT
47 33 4
56,0% RT | 39,3% RT | 4,8%RT 0
D 16,8% CT | 18,5% CT | 12,5% CT 84 (17.1%)
96%GT | 67%GT | 08%GT
280 178 32
Suma stupaca (CT) 57.10% 36.30% 6.50% 490 (GT)
Hi-kvadrat 1,094
Stupanj slobode 6
Razina znacajnosti P =0,9818
Koeficijent kontingencije | 0,047
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Tablica 19. Povezanost izmedu genotipova polimorfizma TLRS rs2072493 i tezine

opstrukcije disnih puteva definirane sa FEV1

TLR5 rs2072493 AG Suma redaka (RT)
FEV1 A/A GIA GIG
80 37 7
645%RT | 298% RT | 56%RT
o . , . o
>80% 19,0% CT | 188% CT | 20,6% CT 124 (19,0%)
123% GT | 57%GT | 1,1%GT
193 91 17
64,1% RT | 302% RT | 5,6%RT
-800, ! ! ! 0,
50-80% 45,8% CT | 46,2% CT | 50,0% CT 301 (46,2%)
29,6% GT | 14,0% GT | 2,6% GT
102 43 9
66,2% RT | 27,9% RT | 58%RT
-500, ! ! ! 0,
30-50% 242%CT | 21,8% CT | 265%CT 154 (23,6%)
156% GT | 6,6% GT | 14%GT
46 26 1
63,0% RT | 35,6%RT 1,4% RT
o . , , o
<30% 109% CT | 132%CT | 2,9%CT 73 (11,2%)
71%GT | 40%GT | 02%GT
421 197 34
Suma stupaca (CT) 64.60% 30,20% 5.20% 652 (GT)

Hi-kvadrat 3,42
Stupanj slobode 6

Razina znacajnosti P =0.7545
Koeficijent kontingencije | 0,072

Tablica 20. Povezanost izmedu genotipova polimorfizma TLR5 rs2072493 i stadija

karcinoma pluc¢a prema TNM klasifikaciji

TLR5 rs2072493 AG Suma redaka (RT)
STADIJ AA GIA GIG
28 19 4
54.9% RT | 37.3% RT | 7.8%RT .
! 24.3% CT | 25.7% CT | 28,6% CT 51(25.1%)
13.8% GT | 9.4% GT | 2.0% GT
35 23 3
57.4%RT | 37.7%RT | 4.9% RT .
2 30.4% CT | 311% CT | 21,4%CT 61 (30,0%)
17.2% GT | 11,3% GT | 1,5% GT
26 2 5
473%RT | 43.6%RT | 91%RT .
8 22.6% CT | 32.4% CT | 35.7%CT 55 (27.1%)
12.8% GT | 11,8% GT | 2.5% GT
26 8 2
72.2%RT | 222% RT | 5.6% RT
, , , .
4 22.6% CT | 10.8% CT | 14.3% CT 36 (17.7%)
12.8% GT | 3.9% GT | 1,0% GT
115 74 14
Suma stupaca (CT) 56.70% 36.50% 6.90% 203 (GT)

Hi-kvadrat 6,132
Stupanj slobode 6

Razina znac¢ajnosti P =0,4086
Koeficijent kontingencije | 0,171
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6 RASPRAVA

Kroni¢na opstruktivna plu¢na bolest (KOPB) je posljedica dugotrajnog izlaganja
disnih puteva Stetnim tvarima, posebno duhanskom dimu, $to uzrokuje kroni¢nu upalu i
unistavanje plu¢nog parenhima (145). Karakterizira je trajna upala di$nih putova, ozljeda
pluca i prekomjerna smrt epitelnih stanica (146), dok je karcinom pluc¢a (KP) uzrokovan
nekontroliranim umnozavanjem epitelnih stanica. Zajednicki ¢imbenik rizika nalazi se u
izlozenosti duhanskom dimu i pretpostavljenoj genetskoj predispoziciji koja je
potkrijepljena ucestalos¢u ovih bolesti u samo malog dijela pusaca. Samo 15% pusaca
tijekom cijelog Zivota razvija karcinom pluca, a 10% karcinoma pluca javlja se kod
nepusaca (147).

Medu skupinama pacijenata ukljucenih u ovo istrazivanje, onih sa izoliranim
KOPB-om i onih sa KOPB-om i karcinomom pluéa, prisutno je manje od 10% nepusaca,
a u skupini samo sa karcinomom pluca je znacajno najviSe nepusaca u odnosu na ostale
skupine (Tablica 1).

Ranije je utvrdeno da pusaci sa dijagnosticiranim KOPB-om dva puta cesce
razvijaju karcinom pluéa nego pusaci bez KOPB-a, a karcinom pluéa je najcesci uzrok
smrti u KOPB-u (148). Medu ispitanicima uklju¢enim u istrazivanje u sklopu izrade ove
disertacije medijan prezivljenja kod KOPB-a bio je znacajno veéi u skupini koja je imala
samo KOPB (P<0,001), dok je prezivljenje izmedu skupina sa karcinomom pluca bilo
podjednako (P=0,229) (Tablica 4). Ranije studije takoder su pokazale da je karcinom
pluca najc¢es¢i uzrok smrti u bolesnika s blagim do umjerenim KOPB-om (149).

KOPB i karcinom pluéa rijetko su dijagnositicrane kao izolirane bolesti 1
komorbiditeti su ¢esto prisutni kod bolesnika sa KOBP-om i/ili karcinomom pluca. Neke
bolesti pojavljuju se bez jasnog zajednickog etioloSkog ¢imbenika, dok druge dijele
¢imbenike rizika. Opce prihvaceno miSljenje je da je zajednicka podloga KOPB-a,
karcinoma pluca i ve¢ina komorbiditeta kroni¢na sistemna upala. Medu ispitanicima
uklju¢enima u ovo istrazivanje arterijska hipertenzija je bila najzastupljenija u skupini
pacijenata sa izoliranim KOPB-om, i zna¢ajno ¢e$¢a u odnosu na skupinu pacijenata sa
KOPB-om i karcinomom plué¢a (P=0,035). Ucestalost kardiovaskularnih bolesti je bila
znacajno veca u skupini pacijenata sa KOPB-om u odnosu na ostale dvije skupine

(P<0,001). Cini se da je sistemska upala uo¢ena kod KOBP-a kljuéna odrednica za razvoj
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pluéne i sistemske disfunkcije endotela koja poveéava rizik od razvoja arterijske
hipertenzije i kardiovaskularnih bolesti (150). Takoder, prepoznata je povezanost upanih
procesa u plu¢ima i gastrointestinalnih poremecaja sa naruSenom fizioloSkom florom
(mikrobiotom). Povratna komunikacija izmedu crijevne mikrobiote i plu¢a, nazvan “os
crijeva — plu¢a”, od vitalne je vaznosti za imunoloski odgovor i homeostazu u disnim
putovima (151). Gastrointestinalni komorbiditeti, u kojima je zasigurno ta o0s
poremecena, bili su CeS¢i kod pacijenata sa KOPB-om u odnosu na skupinu sa
karcinomom pluca (P=0,035). Tuberkuloza je povezana sa razvojem kroni¢nih upalnih
respiratornih bolesti, a prijasnjim istrazivanjem dokazano je da bolesnici sa KOBP-om
oboljeli od tuberkuloze koji su koristili inhalacijske kortikosteroide imaju povecan rizik
za razvoj karcinoma pluca (152). U populaciji uklju¢enoj u istrazivanje u sklopu izrade
ove disertacije tuberkuloza je bila najées¢a u skupini pacijenata sa izoliranim KOPB-om
1 znac¢ajno ¢esc¢a u odnosu na ostale dvije skupine (KOPB vs KOPB + karcinom pluca
P<0,001; KOPB vs karcinom pluc¢a P=0,049).

KOPB i karcinom pluca dijele mnoge rizi¢ne ¢imbenike, ali zna¢ajke KOBP-a
koje mogu signalizirati sklonost razvoju kracinoma plu¢a nisu razjasnjene. Stavovi 0
tome je li rizik za razvoj karcinoma pluca proporcionalan tezini opstrukcije ili je povezan
sa najblazim stadijima, kontroverzni su. Dok su Mannino i sur. pokazali da je rizik
proporcionalan tezini opstrukcije disnih putova (21), de Torres i suradnici pokazali su da
su najblazi stadiji KOPB-a povezani s ve¢im rizikom za razvoj karcinoma pluca (153). U
populaciji uklju¢enoj u istrazivanje u sklopu izrade ove disertacije u skupini pacijenata
sa KOPB-om i karcinomom pluca znacajno ¢es¢i su bili pripadnici GOLD stadija A i B
u odnosu na skupinu samo sa KOPB-om (P<0,001).

Ne tako davno objavljene prospektivne studije pokazale su da pusaci sa KOPB-
om (ili smanjenim forsirani ekspiratorni volumen u 1. sekundi (FEV1)) imaju od 4 do 6
puta povecan rizik za razvoj karcinoma plu¢a u usporedbi sa pusa¢ima sa normalnom
funkcijom pluéa (21). U populaciji ukljucenoj u istrazivanje u sklopu izrade ove
disertacije skupina pacijenata sa KOPB-om je imala znacajno nize vrijednosti Tiffeneau
indeksa (FEV1/FVC) i FEV1 u odnosu na skupine sa karcinomom pluéa (P<0,001).
Doprinos genetskih ¢imbenika na odstupanja u FEV1 je mnogo veéi od izloZenosti
pusenju. U populaciji ukljucenoj u istrazivanje u sklop izrade ove disertacije pokazano je

da postoji statisti¢ki znacajna razlika medu nositeljima odredenog genotipa polimorfizma
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TLR5 rs5744174 i tezine KOPB-a definirane GOLD kriterijima (P=0,0291), kao i tezine
opstrukcije disnih puteva definirane sa FEV1 (P=0,0490) (Tablice 12 i 13). Takoder,
znacajna razlika je utvrdena i medu nositeljima odredenog genotipa polimorfizma TLR5
rs725084 i tezine KOPB-a definirane GOLD kriterijima (P=0,0241), no bez znacajne
razlike u tezini opstrukcije disnih puteva definirane sa FEV1 (P=0,0868) (Tablice 15 i
16). Kod kroni¢nih pusaca, ograni¢enje protoka zraka (ili smanjen FEV1) je izrazito
genetski odredena reakcija na puSenje (154)(155). Inacice ovih gena postaju klinicki ocite
(ili prodorne) tek nakon vise desetljeca pusenja u klasi¢noj interakciji gen-okolis.

Uz FEV1 siroko koristen test plu¢ne funkcije u postavljanju dijagnoze KOPB-a je
difuzni kapacitet pluca za uglji¢ni monoksid (eng. DLCO, Diffusing capacity for carbon
monoxide). Mjeri sposobnost plu¢nih alveolarnih i kapilarnih povrSina za izmjenu
plinova. Neki pusac¢i sa normalnom spirometrijom imaju nizak DLCO (156). Koeficijent
nazvan COPD-LUCSS (eng. COPD-Lung Cancer Screening Score) je alat osmisljen
kako bi pomogao identificirati bolesnike sa KOBP s najveé¢im rizikom za razvoj
karcinoma pluca (157). Ukljucuje dob iznad 60 godina, indeks tjelesne mase manji od 25
kg/m?, pack-year veéi od 60 godina i prisutnost emfizema. Kapacitet difuzije uglji¢nog
monoksida smatra se surogatnim pokazateljem emfizema, i upotreba DLCO umjesto
emfizema utvrdenog CT-om Koristan je za identificiranje bolesnika sa KOPB-om sa
poveéanim rizikiom za razvoj karcinoma pluca (158). U populaciji ukljucenoj u
istrazivanje u sklopu izrade ove disertacije, skupina koja je imala samo KOPB imala je
najveci udio znacajnog pada kapaciteta difuzije ugljicnog monoksida (DLCO) u odnosu
na ostale skupine (P<0,001) (Tablica 2).

Prije gotovo jednog desetljeca dokazano je da pacijenti sa potvrdenom
dijagnozom KOPB imaju 6 do 13 puta ve¢i rizik od razvoja karcinoma pluca u usporedbi
sa zdravom populacijom (159), a uloga KOPB-a u karcinomu pluc¢a potkrijepljena je
otkricem da 40% do 70% bolesnika s karcinomom pluc¢a ima klini¢ki potvrden KOPB
koji se razvio prije karcinoma (153), a 20% do 30% bolesnika s KOPB-om umire od
karcinoma plu¢a (160). Otkriven je Sirok spektar razli¢itih ¢imbenika ukljucenih u
tumorogenezu kod pacijenata sa KOPB-om, poput Stetne aktivnosti duhanskog dima,
mutacija, nedostatnih mehanizama za popravljanje DNK i oksidativnog stresa (161).
Doprinos duhanskog dima genetskoj osjetljivosti na razlicite bolesti dokumentiran je vec

20 godina, posebno za gene koji su ukljuceni u aktivaciju imunoloskog odgovora, gdje su
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utvrdeni genetski polimorfizmi (inacice citokroma P-450, N-acetiltransferaze i glutation
S-transferaze) koji mogu modulirati rizik za razvoj karcinoma (162). Najvecu izlozenost
duhanskom dimu u populaciji uklju¢enoj u istrazivanje u sklopu izrade ove disertacije
imali su pacijenti u skupini sa KOPB-om i karcinomom pluca te je medijan vrijednosti
pack-year bio znacajno veéi u odnosu na ostale skupine (P=0,009 i P=0,032).

Opterecenje pluca Stetnim Cestica i oksidansima moze potaknuti aktivaciju
imunoloskih stanica i1 posljedi¢na oStecenja putem visSe mehanizama. Oksidativni stres
regulira specificne puteve prijenosa signala koji su ukljuceni u upalne procese pluca
(163). Ponavljajuca aktivacija epitela disnih putova i cirkuliraju¢ih imunoloskih stanica
Stetnim Cesticama rezultira kroni¢énom upalom i nakupljanjem sluzi. Nakon aktiviranja
epitelnih stanica i makrofaga Stetnim ¢esticama, ove stanice oslobadaju upalne citokine,
poput IL-6, koji mobiliziraju neutrofile i makrofage (164). Zajedno s aktiviranim
epitelom, sastojci duhanskog dima aktiviraju i poveéavaju broja alveolarnih makrofaga,
te dovode do povecanog lucenja sluzi i njenog neadekvatnog uklanjanja i podlezece upale
koja uzrokuje ozljedu tkiva (165). TLR2, TLR4 i TLRY ve¢ su povezani s upalom
izazvanom duhanskim dimom. Karimi i sur. otkrili su prvi put da je TLR4 ukljucen u
proizvodnju citokina potaknutu duhanskim dimom (166). Droemann i sur. dokazali su
smanjenu TLR2 ekspresiju na makrofazima pusaca i bolesnika sa KOPB-om (167).
Mortaz i sur. pokazali su da dendriticke stanice i neutrofili nakon izlaganja duhanskom
dimu izlu¢uju IL-8 putem aktivacije TLR9 (167).

Buduci da 20-25% bolesnika sa KOPB-om nema pozitivau pusa¢ku anamnezu,
drugi ¢imbenici, poput izloZenosti profesionalnom zagadenju, prijasnjih respiratornih
bolesti i drugih kroni¢nih bolesti, izmijenjenog nutritivnog statusa, alkoholizma,
pretilosti, ogranicene tjelesne aktivnosti, kao i starenja, vazni su za poremecaj strukture
pluca, funkcije i urodenog imuniteta kod nekih bolesnika sa KOPB-om (168). Takoder,
sve je viSe dokaza o povezanosti izmedu izgaranja biomasa i1 razvoja ili pogorSanja
KOPB-a (169). U istrazivanju u sklopu izrade ove disertacije skupina pacijenata sa
KOPB-om imala je zna¢ajno mladu dob pri dijagnozi u odnosu na na ostale dvije skupine
(P<0,001 i P=0,005). Indeks tjelesne mase (BMI) je bio znafajno najnizi u skupini
pacijenata sa KOPB-om i karcinomom plué¢a, u odnosu na ostale dvije skupine (P=0,006
i P=0,015) (Tablica 4).
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Profesionalna izlaganja koja pogorsavaju plu¢ne bolesti ukljucuju (ne)organsku
praSinu iz usjeva i uzgoja zivotinja; kemikalije koje se ispustaju u industrijskim
proizvodima za kozu, hranu i gumu; metalne pare; i kamenu prasinu izvedenu iz ugljena,
stijena, betona ili opeke (170). Cestice otpustene iz hlapivih para goriva pojacavaju
reakciju na kolonizirane mikroorganizme i mijenjaju prirodu upalnog okruZenja
izazvanog aktivacijom Toll-like receptora (171). lzlozenost Stetnim Cesticama na radnom
mjestu nije pokazala znacajnu razliku u raspodjeli medu ispitanicima ukljuéenih u
istrazivanje u sklopu izrade ove disertacije (Tablica 2).

Smanjena funkcija TLR-a moze uzrokovati pogorsanje bolesti zbog neadekvatnog
prepoznavanja sastavnica patogena (172) kao i smanjene fagocitoze bakterija i
apoptotskih stanica (173). S druge strane, prekomjerno aktiviranje TLR-a moze rezultirati
prekomjernom upalom i o§te¢enjem pluénog tkiva. Toll-like receptori djeluju kao senzori
za prepoznavanje patogena, sudjeluju u pokretanju upalnih odgovora i igraju klju¢nu
ulogu u regulaciji imunoloskih stanica, prezivljavanju i proliferaciji (174). Stoga se moze
pretpostaviti da upalne i neoplasti¢ne pluéne bolesti povezane sa puSenjem mogu biti
posredovane genetskim promjenama odredenih TLR-a. Budué¢i da TLR imaju vaznu
ulogu u urodenom imunoloskom sustavu, prisutnost genotipskih promjena moze dovesti
do poremecaja regulacije TLR-a 1 narusavanju funkcija urodenog imunoloskog sustava,
§to moze uzrokovati nastanak razli¢itih upalnih i malignih bolesti (103).

Nepravilan imunoloski odgovor na udahnute S$tetne tvari (duhanski dim,
zagadivaci iz okoliSa) obuhvaca neispravne mehanizme ¢iS¢enja i prezentaciju antigena.
Ponavljajuca aktivacija epitela disnih puteva i cirkuliraju¢ih imunoloskih stanica stetnim
Cesticama rezultira kroni¢nom upalom. Disni putevi viSe od Cetiri petine pacijenata
ukljucenih u istrazivanje u sklopu izrade ove disertacije bili su izlozeni Stetnim tvarima
iz duhanskog dima, a oko petine njih bilo je izlozeno Stetnim tvarima na radnom mjestu
(Tablica 1 i Tablica 2).

Visestruki obrambeni mehanizmi, poput onih koje pruza epitelna barijera diSnih
puteva i urodene imunoloske stanice, ukljucujuéi alveolarne makrofage, neutrofile,
dendriticke stanice i prirodne stanice ubojice, oslabljeni su u prisutnosti KOPB-a. Kao
posljedica neispravne urodene imunoloske obrane, pluca pusa¢a sa KOPB-om ¢esto su
kolonizirana patogenima koji uzrokuju sekundarnu upalu, glavni pokreta¢ napredovanja

bolesti (175). Pusenje dovodi do dramati¢nih promjena u strukturi epitela disnih puteva.
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Medu tim promjenama su ploc¢asta metaplazija, zamjena cilijarnih i zljezdanih stanica
plocastim stanicama koje nisu prisutne u normalnim diSnim putevima, te hiperplazija
sluznice, Sto dovodi do opstrukcije diSnih puteva zbog pojacanog izlucivanja sluzi u
njihov lumen (176).

Incidencija infekcija i rizik od karcinoma pluca povecéana je u bolesnika s KOBP-
om, §to upucuje na postojanje promijenjenog imunoloskog odgovora koji moze ugroziti
urodene zaStitne mehanizme za Cimbenike okoliSa 1 maligne bolesti. Zajednicki
patogenetski putevi mogu biti temelj osjetljivosti na ove dvije bolesti povezane sa
pusenjem. Geni i signalni putevi djeluju zajedno s upalnim proteinima i njihovim
receptorima u promicanju karcinogeneze. Cijelogenomske asocijacijske studije o
karcinomu pluca, pluénoj funkciji i KOPB-u identificirale su brojne preklapajuce
predispozicijske lokuse koji obuhvacaju gene koji su u osnovi upalnih i apoptoti¢kih
procesa posredovanih respiratornim epitelom i povezuju KOPB s karcinomom pluca na
molekularno-genetskoj razini.

Istrazivanjem u sklopu izrade ove disertacije analizirana je povezanost genetskih
varijanti u genima koji kodiraju za TLR sa rizikom od razvoja karcinoma pluc¢a u
prisutnosti KOPB-a.

Dosada$njim genetickim mapiranjem otkriveno je nekoliko SNP-ova u osnovi
KOBP-a i karcinoma plué¢a, od kojih vecina pripada razli¢itim genetskim obiteljima,
poput enzima za razgradnju proteina i upalnih citokina (177). Uz one smjestene na genima
koji na proteinskom nivou dovode do zamjene aminokiselina, SNP-ovi koji su ukljuéeni
u prepisivanje gena takoder mogu izmijeniti funkciju proteina i dovesti do razvoja KOBP-
a i karcinoma pluca (178). Polimorfizmi gena koji kodiraju TLR-e mogu igrati ulogu u
etiologiji 1 patogenezi mnogih zlocudnih bolesti. Ova se povezanost temelji na
poremeéenom imunoloskom odgovoru i poveéanoj proizvodnji proupalnih citokina zbog
odredenih promjena u TLR signalnom putu, koji poti¢u razvoj infekcije i ozljedu tkiva
(103).

Istrazivanjem u sklopu izrade ove disertacije pronadeni su dokazi o povezanosti
nekoliko SNP-ova u TLR genima i razlicitoj sklonosti bolesnika sa KOBP-om da razviju
karcinom pluc¢a. Prema rezultatima postoji korelacija izmedu specificnih genotipova
polimorfizama TLR1 rs5743611, TLR5 rs2072493, TLR5 rs725084 i TLR9 rs352139 i

rizika od razvoja karcinoma pluca (Tablice 6-11).
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SNP-ovi smjesteni u genima koji kodiraju za TLR mogu utjecati na sposobnost
receptora da vezu patogene, dovesti do nedostataka u unutarstanicnom prijenosu ili
rezultirati promijenjenim medudjelovanjem s adaptornim proteinima (106). U
istrazivanju u sklopu izrade ove disertacije pokazano je da su genotipovi TLR1rs5743611
1 TLR5 rs2072493 grani¢no povezani sa razvojem karcinoma pluca u bolesnika sa KOPB-
om, dok je genotip TLRY rs352139 grani¢no povezan sa zastitnom funkcijom u razvoju
karcinoma pluca kod istih (Tablica 7). Za TLR1 rs5743611 i TLR5 rs2072493 otkriveno
je da je prisutnost minornog alela povezana s povecanim rizikom za razvoj karcinoma
pluca (rs5743611 C/G + C/C OR=1,55 [1,05-2,28] P=0,030; rs2072493 G/G OR=2,82
[1,34-5,94] P=0,010). Za TLR9 pronadena je grani¢na povezanost heterozigotnosti
rs352139 sa zastitnim u¢inkom na nastanak karcinoma plu¢a (A/G OR = 0,68 [0,46-1,00]
P=0,050) (Tablica 7). Analizom odabranih SNP-ova, povezanih sa definiranim
skupinama pacijenata u prvom krugu testa, na pove¢anom broju uzoraka, kontroliranom
na dob i spol pacijenata otkriveno je da je minorni alel SNP-a TLR5 rs2072493 znac¢ajno
povezan sa razvojem karcinoma pluéa (G/A + G/G OR =1,71 [1,20- 2,43] P=0,003)
(Tablica 9).

Alelne varijacije u genima koji sudjeluju u urodenom imunoloskom odgovoru
mogu objasniti individualne razlike u odgovorima na odgovaraju¢e nokse (47), a
mikrookoli$ni uvjeti mogu utjecati na stani¢nu ekspresiju. Kroni¢na upala, kao posljedica
poremecenog imunoloskog odgovora, dovodi do promjena u mikrookolisu pluca, koje
pogoduju pluénoj karcinogenezi (121). Kroni¢na upala ustanovljena je kao jedan od
glavnih ¢imbenika koji su ukljuceni u Sirenje mati¢nih stanica karcinoma 1 napredovanje
tumora (179). Toll-like receptori izrazeni na imunoloskim i pluénim epitelnim stanicama,
igraju klju¢nu ulogu u razvoju upale pokretanjem signalnog puta, koji u konacnici vodi
do oslobadanja transkripcijskog faktora NF-kB. NF-«kB je aktiviran upalnim
medijatorima 1 oksidativnim stresom 1 moZe predstavljati poveznicu izmedu upale 1
karcinoma plu¢a. Mati¢ne stanice karcinoma pokazuju veéu aktivaciju NF-kB TLR
signalnog puta, Sto povecava sposobnost samoobnove i stvaranja morfoloskih i
funkcionalnih razlika u stanicama karcinoma (180). TLR-i, kao senzori na stanicama
karcinoma pluc¢a, mogu pogodovati stani¢nom rastu 1 invazivnim sposobnostima stanica

karcinoma pluca 1 regulirati njihovo ponasSanje.
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Neograni¢eni kapacitet umnozavanja stanica i spre¢avanje njihove smrti Su

obiljezja stanica karcinoma, a TLR-ovi mogu pospjesiti rast stanica karcinoma pluca
putem proliferativnih ili anti-apoptotickih signala. Prethodne studije pokazale su da su
TLR4, 5, 7, 8 i 9 znacajnije izrazeni U nesitnostani¢cnom karcinomu plu¢a nego U
normalnom plu¢nom tkivu (181). Aktivacija TLR4 moze prouzrokovati neosjetljivost
stanica karcinoma pluca na apoptozu potaknutu putem tumor-nekrotizirajuéeg faktora
(TNF) -a ili srodnih vezuju¢ih molekula i izazvati apoptozu posredovanu signalnim
putem NF-xB (182). Aktivacija TLR7 ili TLR8 u stanicama karcinoma pluca rezultira
pokretanjem signalnog puta NF-kB i povecanjem stvaranja antiapoptotskih proteina, §to
je povezano s povecanim prezivljavanjem stanica i otporno$éu na stani¢nu smrt (127).
Zhou i suradnici pokazali su da inhibicija TLR5 / MyD88 / NF-xB signalizacije potice
rast tumora u misjim stanicama karcinoma pluca, dok ga aktiviranje tog signalnog puta
inhibira (183). Stoga, intenziviranjem putova prezivljavanja i stiSavanjem apoptotskih
putova posredovanih TLR-om moguce je pogodovati rastu stanica karcinoma pluca.
U istrazivanju u sklopu izrade ove disertacije otkriveno je da je polimorfizam TLR5
rs2072493 statisticki znacajno povezan sa rizikom za razvoj karcinoma pluca u skupini
pacijenata sa KOPB-om. Ucestalost minornog alela TLR5 rs2072493 bila je statisticki
znac€ajno povezana sa karcinomom pluca kada su podaci logisticke regresije prilagodeni
dobi i spolu (G/A + G/G OR=1,76 [1,26-2,46] P<0,001; G/G OR = 4,37 [2,03-9,45]
P<0,001) (Tablica 10). Kada su usporedene raspodjele genotipa odabranih SNP-ova
izmedu skupine bolesnika sa KOBP-om i karcinomom pluc¢a i skupine bolesnika sa
izoliranim karcinomom plu¢a, uoCena je statisticki znafajna povezanost SNP-a
TLR5 rs725084 gdje varijanta C/C povecava rizik za razvoj karcinoma plu¢a (OR=1,84
[1,06- 3,19] P=0,030) (Tablica 11).

Opcenito TLR-i su lokalizirani ili na vanjskoj membrani stanice ili na membrani
endoplazmatskog retikuluma, pa tako i u tumorskim stanicama plucéa. Prijenos signala
putem TLR-a pokrefe stvaranje proupalnih proteina koji mogu stimulirati nastanak
tumora. Stoga se predpostavlja da je reguliranjem ekspresije i signalizacije ovih gena
moguce povecati ili smanjiti sklonost bolesnika sa KOPB-om za razvoj karcinoma pluca.
Polimorfizmi u TLR-ima povezani su sa nastankom karcinoma kod ljudi, $to ukazuje na
potencijalnu ulogu TLR-a u karcinogenezi u plu¢ima (184). Ova se veza temelji na

slabljenju imunoloSkog odgovora na bakterijske ili virusne dcestice koji poticu
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proizvodnju proupalnih citokina odredenim molekularnim promjenama u TLR putovima
(103). Pretjerana aktivacija TLR-a moze rezultirati nekontroliranim upalnim procesima i
posljedi¢nim oSte¢enjem pluénog tkiva. S druge strane, smanjena ekspresija i funkcija
TLR-a mogu dovesti do imunosupresivnog stanja. Smatra se da TLR-i imaju ulogu u
regulaciji mikrookolisa tumora uskladivanjem pro- i antitumorogenih signala. Upalna i
hipoksi¢na priroda mikrookoli$a tumora razaranjem stanica stvara molekule (DAMP-
ove), koje se vezu na TLR-e imunoloskih i tumorskih stanica i usmjeravaju njihove
signalne puteve prema kroni¢nom $tetnom stanju i o$teéenju obrane pluéa (185). Stetne
tvari iz duhanskog dima takoder dovode do oSteé¢enja urodene obrane pluca i uzrokuju
povecano nakupljanje $tetnih tvari, Sto stvara zacarani krug i odrzava procese osteéenja
(186). Populaciju ukljuéenu u istrazivanje u sklopu izrade ove disertacije uglavnom su
¢inili pusaci i njihov urodeni imunoloski sustav mogao bi se smatrati neadekvatnim.

Krajnja tocka TLR signalnog puta je aktivacija transkripcijskog faktora NF-kB,
koji regulira transkripciju mnogih gena koji kodiraju proteine imunoloskog odgovora i
upale (187). Transkripcijski faktor NF-kB aktivira se pomoc¢u upalnih medijatora i
oksidativnog stresa 1 moze predstavljati molekularnu vezu izmedu upale 1 karcinoma
pluca jer je aktiviran u epitelu bronha i u upalnim stanicama u donjim di$nim putovima
bolesnika s KOPB-om, i u premalignim lezijama bronhalnog epitela i neoplasti¢nim
stanicama karcinoma pluc¢a (188). Pojacana aktivacija NF-kB rezultira upalom u plu¢ima
I znatnim protumorogenim ucinkom. Populacija izvr$nih stanica koja posreduje
napredovanje i metastatsko Sirenje tumora su makrofagi, koji se mobiliziraju u plu¢a zbog
aktivacije NF-kB u epitelnim stanicama (189). Povecana zastupljenost M2 makrofaga
koju poticu citokini kao $to je IL-6 u samom tumorskom mikrookolisu, govori u prilog
da je polarizacija makrofaga uoc¢ena u bolesnika s KOPB-om protumorogena (190).

U istrazivanju u sklopu izrade ove disertacije analizirana je povezanost genotipova
polimorfizma rs2072493, za koji je utvrdeno da je statisticki znac¢ajno povezan sa rizikom
za razvoj karcinoma pluca u prisutnosti KOBP-a, s koncentracijom proinflamatornog
citokina interleukina 6 (IL-6) u serumima ispitanika. Dokazano je da bolesnici sa KOPB-
om koji nose genotip minornog alela TLR5 rs2072493 (G/G + A/G) pokazuju smanjenu
(G/A + G/G OR=1,76 [1,26-2,46] P<0,001) (Tablica 10). IL-6 je pluripotentni citokin

koji ima vaznu ulogu u imunoloskoj obrani i onkogenezi (191), te njegova deregulirana
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ekspresija znacajno pridonosi patogenezi upalnih, autoimunih i malignih bolesti (133).
IL-6 je glikoprotein koji je izvorno identificiran kao regulator diferencijacije limfocita B,
ali je kasnije pokazano da ga moze sintetizirati veliki broj razli¢itih stanica, ukljucujuéi
monocite, makrofage, limfocite, fibroblaste, keratinocite, endotelne stanice i neke tumore
stanice (192). Za IL-6 je izvjeStavano o njegovom sudjelovanju u tumorogenezi
povezanoj sa upalom. Dokazano je da igra vaznu ulogu u diferencijaciji mijeloidnih
supresorskih stanica (eng. MDSCs, myeloid-derived suppressor cells), §to moze biti
vazno za upalne procese unutar samog tumora (193). Teorija da stanice karcinoma
stvaraju upalni mikrookoli§ koji poti¢e njihovo razmnozavanje argumentirana je
istrazivanjem Kim i suradnika u kojem su pokazali da su stanice karcinoma plu¢a znacajni
aktivatori makrofaga koji dovode do stvaranja IL-6 pokretanjem signalnog puta preko
aktivacije Toll-like receptora 2 i 6 (194). IL-6 pokrece pro-tumorsku makrofagnu M2
polarizaciju, $to sugerira da je jedan od mehanizama blokade aktivacije IL-6, kojim se
suzbija progresiju tumora, reprogramiranje tumorskog mikrookolisa (136).

Interleukin IL-6 vazan je regulator imunoloskog odgovora i upale, a proizvode ga
limfociti T i B, fagocitne stanice, endotelne stanice i mnoge druge stanice. Proizvodnja
IL-6 regulirana je transkripcijskim faktorom NF-kB. Upala povezana sa NF-«xB
aktivacijom i IL-6 signalizacijom, koja poti¢e razvoj tumora, prilagodava njegov
mikrookoli§ prema supresivnom stanju §to se smatra kljuénim korakom za tumorogenezu
(30). Spontana proizvodnja IL-6 uocena je kod razli¢itih tumora i ukljuéena je u razvoj i
napredovanje karcinoma, te otpornost na lijekove koji se koriste u lije¢enju karcinoma
(121).

SNP-ovi u genu IL-6 povezani su sa napredovanjem nekoliko bolesti. Za SNP
rs1800796 (-634 C/G) dokazana je znacajna povezanost sa razvojem karcinoma pluca
kod bolesnika homozigotnih za C/C u usporedbi sa G/G homozigotima ili G/C
heterorozigotima u azijskoj populaciji (195). Od tri SNP-a rs1800797 (-597 GI/A),
rs1800795 (-174 G/C) i rs1800796 (-572 G/C) otkrivenih u promotorskom podrucju IL-
6, nadeno je da su —597 /G i —7272 /C povezani sa razvojem KOPB-a u $panjolskoj
populaciji (196).

Rezultati istrazivanja u sklopu izrade ove disertacije otkrili su da su genotipovi
minornih alela gena TLR5 (G/G + A/G) polimorfizma rs2072493 statisticki znacajno

povezani sa smanjenom koncentracijom IL-6 u serumu te da su bolesnici sa KOPB-om
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pluca. Rezultati ovog istrazivanja daju naznaku o povezanosti geneticke varijabilnosti
mehanizama nadzora urodene imunosti i upale sa doprinosom razvoju karcinoma pluca
kod osoba koje imaju dijagnosticiran KOPB. Budu¢i da kroni¢na upala ne uzrokuje
uvijek bolest, potrebni su dodatni genetski i okoli$ni ¢imbenici. Otkriveno je nekoliko
SNP-ova koji su uklju¢eni u KOPB i patogenezu karcinoma.

Ovo istrazivanje takoder je pokazalo da postoji korelacija i izmedu genotipa C/G
polimorfizma TLR1 rs5743611 i povecanog rizika za razvoj karcinoma pluc¢a, neovisno
0 statusu KOPB-a, dok genotip G/G polimorfizma TLR5 rs2072493 i genotip C/C
polimorfizma TLRS5 rs725084 predstavljaju ¢cimbenik rizika za razvoj karcinoma pluca u
bolesnika sa KOPB-om. Ti rezultati podupiru koncept da karcinom plu¢a nije samo
slozena genetska bolest koja nastaje kao posljedica izlozenosti pusenju kod genetski
osjetljivih ljudi, vec je to ujedno i bolest mjesovitog fenotipa koja ukljucuje spirometrijski
definiran KOBP kao podfenotip. Ocito je dakle da postoje predisponirajuéi genetski
lokusi koji imaju preklapajuci ué¢inak na razvoj KOPB-a i karcinoma pluc¢a i moguce je
da su specifi¢ni genetski ¢imbenici povezani sa KOPB-om jednako vazni i za razvoj
karcinoma pluca. Prema rezultatima ovog istrazivanja, ¢ini se da bi se medu tim
genetskim predisponiraju¢im ¢imbenicima s preklapaju¢im ucinkom vrlo vjerojatno
mogli nac¢i i SNP-ovi koji kodiraju TLR-ove i njihovi proteini. TLR1 rs5743611 i TLR5
rs725084 , a posebno TLR5 rs2072493 bi mozda mogli predstavljati novu, u literaturi jo$
neopisanu, imunolosku vezu izmedu karcinoma plu¢a i KOBP-a koja bi mogla dovesti do
poboljsanog predvidanja rizika za razvoj bolesti, boljeg razumijevanja mehanizama

nastanka bolesti i razvoja novih strategija u lije¢enju ovih teskih bolesti.
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7 ZAKLJUCAK

e Ovim istrazivanjem otkriveni su specificni genski lokusi TLR1 rs5743611 1 TLRS
rs725084, a posebno TLRS 152072493, koji mogu postaviti imunolosku vezu
izmedu karcinoma pluca i KOBP-a. Predstavlja inovativan pristup razumijevanju
mehanizama bolesti koji bi mogao dovesti do poboljsanog predvidanja rizika i
otkrivanja podtipova bolesti. Na temelju ovih rezultata mogle bi se razviti nove
metode specificnog i racionalnog lijeCenja, te bi otkriveni polimorfizmi trebali biti
uzeti u obzir za daljnja onkoloska istrazivanja.

e Rezultati istrazivanja potvrdili su utjecaj polimorfizama jednog nukleotida gena
za TLR-e na pojavnost kroni¢ne opstruktivne pluéne bolesti i karcinoma pluca.
Postoji korelacija izmedu C/G genotipa TLR1 rs5743611 i poveéanog rizika za
razvoj karcinoma plué¢a, dok G/G genotip polimorfizma TLR5 rs2072493 i C/C
genotip polimorfizma TLRS rs725084 predstavljaju ¢imbenik rizika za razvoj
karcinoma plu¢a u bolesnika sa KOBP-om. Za TLR9 pronadena je grani¢na
povezanost heterozigotnosti rs352139 (A/G) sa protektivnim ucinkom na
nastanak karcinoma pluca.

e Rezultati analize utjecaja prisutnosti polimorfizma TLR5 rs2072493, za koji je
utvrdeno da je povezan sa rizikom za razvoj karcinoma pluca u prisutnosti KOBP-
a, na koncentraciju IL-6 pokazali su da bolesnici sa KOPB-om koji nose genotip
minornog alela TLR5 rs2072493 (G/G + A/G) pokazuju smanjenu koncentraciju
OR=1,76 [1,26-2,46] P<0,001).

e Postoji statisticki znacajna razlika medu nositeljima genotipa polimorfizma
TLRS rs5744174 i tezine KOPB-a definirane GOLD kriterijima (P=0,0291), kao
1 medu nositeljima genotipa polimorfizma TLRS rs725084 (P=0,0241).
Polimortni biljeg rs5744174 takoder je statisti¢ki znacajno povezan sa tezinom
opstrukcije disnih puteva definirane sa FEV1 (P=0,049).

e Rezultati analize op¢ih karakteristika ispitanika pokazali su da u skupini
pacijenata sa KOPB-om i karcinomom pluca (KP) znacajno ¢es¢i pripadnici
GOLD stadija A i B u odnosu na skupinu samo sa KOPB-om (P<0,001). U

skupini samo sa karcinomom pluca je znac¢ajno najvise nepusaca u odnosu na
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ostale skupine (KOPB vs KOPB+KP P=0,005; KOPB vs KP P<0,001;
KOPB+KP vs KP P=0,019). Skupina sa KOPB-om ima znacajno niZzu smrtnost
u odnosu na skupinu pacijenata sa KOPB-om i karcinomom plué¢a (P<0,001).

Od komorbiditeta arterijska hipertenzija je najzastupljenija u skupini s KOPB-
om, i znacajno ¢e$¢a u odnosu na skupinu pacijenata sa KOPB-om i
karcinomom pluca (P=0,035). Ucestalost kardiovaskularnih bolesti je znacajno
vecéa u skupini pacijenata sa KOPB-om u odnosu na ostale dvije skupine
(P<0,001), dok su gastrointestinalni komorbiditeti ¢es¢i samo u odnosu na
skupinu sa karcinomom pluca (P=0,035). Tuberkuloza je naj¢esc¢a u skupini
samo s KOPB-om i znacajno ¢e$¢a u odnosu na ostale dvije skupine (KOPB vs
KOPB+KP P<0,001; KOPB vs KP P=0,049). Mentalne bolesti i poremecaji su
znacajno ¢e$¢i u skupini pacijenata sa KOPB-om u odnosu na skupinu samo sa
karcinomom pluc¢a (P=0,006).

Udio adenokarcinoma znacajno je vec¢i u skupini samo sa karcinomom pluca
(P<0,001), dok je karcinom plocastih stanica ¢es¢i u skupini koja je imala i
KOPB (P<0,001). Stadij 4 karcinoma pluc¢a znacajno je zastupljeniji u skupini
samo sa karcinomom pluca (P=0,027).

Skupina pacijenata sa KOPB-om ima znac¢ajno mladu dob pri dijagnozi u odnosu
na na ostale dvije skupine (P<0,001 1 P=0,005). Indeks tjelesne mase najnizi je u
skupini pacijenata sa KOPB-om i karcinomom plué¢a, u odnosu na ostale dvije
skupine (P=0,006 i P=0,015). Najvecu ekspoziciju duhanskom dimu imali su
pacijenti u skupini sa KOPB-om i karcinomom pluca te je medijan vrijednosti
pack-year bio znacajno veéi u odnosu na ostale skupine (P=0,009 i P=0,032).
Takoder, skupina s KOPB-om je imala zna€ajno nize vrijednosti FEV1 u odnosu

na skupine sa karcinomom plué¢a (P<0,001).
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8 SAZETAK

Kroni¢na upala povezana je sa nastankom karcinoma, a Toll-like receptori (TLR)
klju¢ni su sudionici u regulaciji upalnog odgovora. Kroni¢na opstruktivna pluéna bolest
(KOPB) se smatra najve¢im neovisnim ¢imbenikom rizika za nastanak karcinoma pluc¢a
(KP), sto ukazuje da u razvoju obje bolesti postoji preklapajuca genetska podloga.
Obzirom na vaznu ulogu TLR-a u aktivaciji i regulaciji imunoloSkog odgovora, u ovom
istrazivanju pretpostavljeno je da bi njihova geneticka varijabilnost mogla biti povezana
s razvojem KOPB-a i karcinoma pluc¢a. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da
poremeceni procesi regulacije upale, u kontekstu smanjene aktivnosti TLR-a, doprinose
razvoju karcinoma pluca kod pacijenata s dijagnosticiranim KOPB-om. U istraZivanje je
bilo uklju¢eno 940 pacijenata, podijeljenih u tri skupine: KOBP vs KOPB + KP, KOPB
vs KP, KOPB + KP vs KP. Obuhvaceno je 13 polimorfizama jednog nukelotida (SNP-
ova) smjeStenih u 6 razli¢itih gena koji kodiraju za TLR-e. Genetska povezanost
procijenjena je logistickom regresijom, te je prilagodena dobi i spolu. Razina IL-6 u
serumu odredena je ELISA-om. Rezultati su pokazali povezanost izmedu C/G genotipa
TLR1 rs5743611 i1 povecanog rizika za razvoj karcinoma pluc¢a, dok su genotipovi
polimorfizama TLR5 G/G (rs2072493) i C/C (rs725084) povezani s razvojem
karcinoma pluc¢a u bolesnika sa KOBP-om. Nakon prilagodbe na dob i spol, pokazano je
da je polimorfizam rs2072493 statisti¢ki znacajno povezan s rizikom za razvoj karcinoma
pluca u prisutnosti KOBP-a. Takoder, polimorfizam rs2072493 povezani je sa statisticki
znaCajnim smanjenjem koncentracije IL-6 u serumu ispitanika. Rezultati ovog
istrazivanja mogli bi pridonijeti razumijevanju povezanosti promijenjenog imunoloskog
odgovora i veze izmedu karcinoma plu¢a i KOBP-a. Takoder, ovi bi rezultati mozda
mogli predstavljati u literaturi jo$§ neopisanu, NOVU povezanost izmedu karcinoma pluca i
KOBP-a u kontekstu promijenjenog imunoloskog odgovora, a koja bi mogla omoguciti
predvidanje rizika za razvoj bolesti, bolje razumijevanje mehanizama nastanka bolesti i

razvoj novih strategija u lijeCenju ovih teskih bolesti.
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9 SUMMARY

Genetic background of innate immunity in COPD and lung cancer
Irena Sokolovi¢, 2021.

Chronic inflammation is associated with cancer development, and Toll-like
receptors (TLRs) are key participants in the regulation of the inflammatory response.
Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is considered to be the largest
independent risk factor for lung cancer (LC), indicating there is an overlapping genetic
background in the development of both diseases. Given the important role of TLRs in the
activation and regulation of the immune response, it was hypothesized in this study that
their genetic variability could be associated with the development of COPD and lung
cancer. The results of this study show that impaired inflammatory regulation processes,
in the context of decreased TLR activity, contribute to the development of lung cancer in
patients diagnosed with COPD. The study included 940 patients, divided into three
groups: COPD vs COPD + KP, COPD vs KP, COPD + KP vs KP. It included 13
polymorphisms of one nucleotide (SNP) located in 6 different genes encoding TLRs.
Genetic associations were estimated using logistic regression and adjusted for age and
gender. Serum IL-6 levels were determined by ELISA. The results showed an association
between C/G genotype TLR1 rs5743611 and an increased risk of developing lung cancer,
while G/G genotype of TLR5 rs2072493 and C/C genotype of TLR5 rs725084
polymorphism were associated with the development of lung cancer in patients with
COPD. After age and gender adjustment, the TLR5 rs2072493 polymorphism showed
statistically significant association with risk of lung cancer development in the presence
of COPD. Also, the rs2072493 polymorphism was associated with a statistically
significant decrease in the serum IL-6 concentration. The results of this study could
contribute to an understanding of the association between altered immune response and
the link between lung cancer and COPD. Also, these results might represent an as yet
undescribed, new association between lung cancer and COPD in the context of altered
immune response, which could also allow risk prediction, better understanding of disease

mechanisms and development of new strategies in the treatment of these serious diseases.
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PRILOZI

Prilog 1. Modificirana Medical Research Council (mMMRC) skala zaduhe

MMRC Simptomi

Stupanj Nedostatak zraka nije prisutan (osim u ekstremnom opterecenju)
0

Stupanj Nedostatak zraka pri penjanju uzbrdicom
1

Stupanj Nedostatak zraka pri hodu po ravnom, sporiji od vr$njaka
2

Stupanj Nedostatak zraka nakon manje od 100 m ili par minuta, radi ¢ega mora
3 stati

Stupanj | Nedostatak zraka pri minimalnom naporu, npr. odijevanju, stoga ne mogu
4 izlaziti iz kuce

Prilog 2. Indeks tjelesne mase (eng. BMI, Body Mass Index)

BMI Stupanj uhranjenosti
(kg/m?)
< 18,49 Pothranjenost (snizena tjelesna masa)

18,5-24,99 | Normalna uhranjenost (primjerena tjelesna

masa)
25,0 - 29,99 Povecana tjelesna masa
30,0 - 34,99 Pretilost 1. stupnja
35,0 - 39,99 Pretilost 2. stupnja

>40,0 Pretilost 3. stupnja
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