Posljedice disfunkcije inzulinu sli¢cnih cimbenika rasta
i njihovih receptora u karcinomu pluéa nemalih
stanica

Jakopovié¢, Marko

Doctoral thesis / Disertacija
2007

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, School of Medicine / SveuciliSte u Zagrebu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://ur.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:238963

Rights / Prava: In copyright /Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-16

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine
Digital Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:238963
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:6318
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:6318

Sredisnja medicinska knjiZznica

Jakopovi¢, Marko (2007) Posljedice disfunkcije inzulinu slicnih
cimbenika rasta i njihovih receptora u karcinomu pluca nemalih
stanica [The consequences of Insulin—like growth factors/receptors

dysfunction in non-small cell lung cancer].. Doktorska disertacija,
Sveuciliste u Zagrebu.

http://medlib.mef.hr/557



SADRZA]J

1.

UvVOD

1.1.  Karcinom bronha i plu¢a

1.1.1. Definicija

1.1. 2. Epidemiologija

1.1. 3. Etiologija

1.1. 4. Podjela karcinoma bronha 1 pluca

1.1. 5. Stadiji proSirenosti bolesti

1.1.5. 1. Staging karcinoma plu¢a nemalih stanica
1.1. 5. 2. 'Performance’ status

1.1. 6. Klinicka slika

1.1. 7. Dijagnosticki postupci

1.1. 8. LijecCenje karcinoma pluca i bronha

1. 2. Molekularna biologija karcinoma plu¢a
1.2. 1. Proto — onkogeni i geni supresori tumora
1.2.1.1. K—-ras

1.2.1.2. p53

1. 2. 1. 3. Retinoblastoma gen (Rb gen)

1.2. 1. 4. p16 ™** ciklin-ovisna kinaza (CDK)
1.2.1.5. p27/Kip

1.2.2. Geni za 3 - tubulin

1. 2. 3. Prekomjerna ekspresija proto-onkogena 1 njihovih produkata
1. 2. 3. 1. erbB1/EGF receptor

1. 2.3.2. erbB2/HER2/neu

1.2.3.3.bcl-2

1. 2. 4. Poremecaj ekspresije Cimbenika rasta 1 njihovih receptora
1.2. 4. 1. Cimbenik rasta hepatocita (HGF)

O O N 3 U N = o= =

e e e T e e T s T S O e S S R S
0 0 0 N N N OOy i i DO



[ w—y

e S g e O =y

P e e

PR OR R R R R R R R R L L LWL LW

e S e e N S S c—y

S I N SR S S R SR SIS

AN O O &N Lt b i i e B

. 2. Cimbenik mati¢nih stanica i c-kit

. 3. Transformiraju¢i ¢imbenik rasta B (TGFp)

. Poremecaj imunoloSkog odgovora kao posljedica tumora
. 1. Transformiraju¢i ¢imbenik rasta B (TGFf)

. 2. Interleukin — 10 (IL - 10)

. 3. Interleukin — 2 (IL - 2)

. 4. Ciklooksigenaza — 2 (COX-2)

. Poremecaji angiogeneze

. 1. Vaskularni endotelni ¢cimbenik rasta (VEGF)
. 2. Interleukin — 8 (IL — 8)

. 3. Metaloproteinaze matriksa (MMPs)

. Inzulinu sli¢ni ¢imbenici rasta (IGF), njihovi receptori (IGFR)

te vezni proteini (IGFBP)

1
2
.3
4
.5
.6
7

. Hormon rasta (somatotropin, GH)

. Somatomedinska hipoteza

. Fiziologija IGF proteina i regulacija gena

. Ekspresija gena za IGF -1

. Ekspresija gena za IGF — 11

. Ekspresija gena za IGF — I receptor (IGF — IR)

. Ekspresija gena za IGF — II receptor (IGF — IIR)
Sustav inzulinu sli¢nih ¢imbenika rasta i neoplazija
. Neoplazme srediSnjeg Ziv€anog sustava

. 1. Glioblastom i astrocitom

. 2. Meningeom

. Gastrointestinalne neoplazme

. 1. Karcinom kolona

. 2. Karcinom Zeluca

. 3. Karcinom gusSterace

. 4. Hepatocelularni karcinom

. Neoplazme Zenskog reproduktivnog sustava

. 1. Karcinom dojke

18
18
19
19
19
19
20
20
20
21
21

21
21
22
23
25
25
26
26
27
27
27
28
28
28
29
29
29
30
30



e S S g S O =Y

4.

Sl el
[c<Ie <IN BN e Y = S

. 2. Karcinom jajnika

. 2. Karcinom endometrija

. Neoplazme muSkog reproduktivnog sustava
. 1. Karcinom prostate

. Neoplazme mokra¢nog sustava

. Neoplazme koStanog sustava

. 1. Osteosarkom

. KoZne neoplazme

. HematoloSke maligne bolesti

. Neoplazme pluca

9. Zakljucak

CILJ RADA 1 HIPOTEZA

W oW W W

1.
2.

)

9.
. REZULTATI

. MATERIJAL I METODE
3.
3.

Ispitanici i uzorci tkiva
Ekstrakcija RNA i reverzna transkripcija lanCane reakcije

polimerazom

. Imunohistokemija

Analiza gubitka heterozigotnosti 1 detekcija mutacija u
MG6P/IGF - IIR

Kultivacija stanica karcinoma pluca: stani¢na proliferacija,
apoptoza i aktivnost telomeraze nakon blokiranja IGF — IR

monoklonim antitijelima

6. MTT — analiza
7.
8

Analiza apoptoze

. Analiza telomeraze

Statisticka analiza

4. 1. Karcinom pluca velikih stanica i adenokarcinom
4. 1. 1. Odnos ekspresije IGF — I/IGF — IR proteina 1 mRNA 1 apoptoze
4. 1. 2. Analiza gubitka heterozigotnosti i mutacije M6P/IGF — IIR

4. 2. Karcinom pluca plocastih stanica

30
31
31
31
31
32
32
32
32
32
33
35
36
36

37
37

38

38
39
39
39
40
40
40
40
46
47



4.2.1. Odnos izmedu ekspresije MO6P/IGF — IIR proteina, apoptoze
1 mutacijau genu za M6P/IGF — 1IR

4.2. 2. Ucinak blokirajuceg protutijela za IGF — I receptor na
proliferaciju karcinomskih stanica i apoptozu

4. 2. 3. Modulacija aktivnosti telomeraze putem sustava

IGF - I/IGF - IR

5. RASPRAVA
6. ZAKLJUCAK
7.
8
9

SAZETAK

. ABSTRACT
. LITERATURA

10. ZIVOTOPIS

47

48

49
51
58
59
60
61
78



KRATICE

IGF — Inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta

IGFBP — vezni proteini za inzulinu slicne ¢imbenike rasta
IGF - IR — Receptor za inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta I
MG6P/IGF - IIR — manoza — 6 — fosfat/receptor za inzulilin slican ¢imbenik rasta II
MMP — metaloproteinaze matriksa

TGF — transformirajuci ¢imbenik rasta

IL — interleukin

KOPB - kroni¢na opstruktivna plu¢na bolest

LOH - gubitak heterozigotnosti

GH — hormon rasta

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija

GHRH - oslobadaju¢i ¢imbenik hormona rasta



1. UVOD

1. 1. Karcinom bronha i plu¢a

1. 1. 1. Definicija

Naziv karcinom bronha i1 plu¢a koristi se za zloCudne tumore koji nastaju iz stanica
diSnog epitela (bronha, bronhiola i alveola). Karcinom bronha i plu¢a najucestalija je
lokalizacija maligne bolesti u muSkaraca, a pri vrhu je ucestalosti i u Zena. Takoder,

karcinom pluca i bronha vode¢i je uzrok smrti medu svim karcinomima.

1. 1. 2. Epidemiologija

Krajem 19. i pocetkom 20. stolje¢a karcinom pluca bio je rijetka bolest. Brz porast
incidencije pocCinje dvadesetih godina prosloga stoljeca i od tada se udvostrucava
svakih petnaest godina. Tako brz porast incidencije objaSnjava se relativnim, ali i
apsolutnim porastom. Relativni porast zabiljeZzen je zbog povecane osjetljivosti i
specificnosti dijagnostickih testova, pojacane zainteresiranosti za tu lokalizaciju
karcinoma, starenja populacije te nastanka registara. U Hrvatskoj je karcinom bronha
1 pluc¢a najcesce sijelo raka u musSkaraca, a u Zena je na treem mjestu. Rizik
obolijevanja za dob izmedu 30 — 74 godine za muskarce je oko 14%, a za Zene nesto
manji od 10%. Bolest se najceS¢e javlja iza Cetrdesete godine Zivota, 1 to u puSaca.
Vrhunac incidencije je izmedu 55 i 60 godina Zivota. U Europi je 1990. godine
zabiljeZeno 150 000 novih slu¢ajeva karcinoma pluca u muskaraca, Sto ¢ini 22% svih
slucajeva raka, te 29% svih smrti uzrokovanih malignim bolestima. U Zena karcinom
pluca ¢ini 5% svih karcinoma, a odgovoran je za oko 9% svih smrti uzrokovanih
karcinomima u Zena. U Sjedinjenim Americkim Drzavama karcinom pluca vodeci je
uzrok smrti medu malignim tumorima, od 1957. godine u muskaraca, a od 1987. g.iu
Zena, a svake godine od karcinoma plu¢a oboli 93 000 muskaraca, te 80 000 Zena, od
kojih 86% umre unutar 5 godina od postavljanja dijagnoze. Karcinom pluca je u

Sjedinjenim Ameri¢kim DrZzavama vodeci uzrok smrtnosti od karcinoma, ¢ineci 28%



svih smrti uzrokovanih karcinomima (32% u muskaraca, 25% u Zena). Rano
otkrivanje nije uspjesno jer se simptomi Cesto javljaju tek kod uznapredovale bolesti.
Zbog toga je prezivljenje bolesnika kratko. Ukupno petogodiSnje preZivljenje je oko
14% za sve tipove 1 stadije bolesti. PetogodiSnje prezZivljenje se udvostrucilo u
zadnjih 30 godina no jo§ uvijek su rezultati prezivljenja loSi. U Hrvatskoj se
primjecuje znacajan porast incidencije 1 mortaliteta za oba spola u zadnjih trideset

godina prema podacima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo (Tablica 1. 1.).

Tablica 1.1. Broj oboljelih i umrlih od primarnog karcinoma plu¢a u Hrvatskoj

broj oboljelih

godina broj (M+7) stopa/100000
1969. 1121 (961+160) 25,6
1979. 1906 (1644+262) 41,4
1989. 2532 (2149+383) 54,0
1998. 2660 (2211+449) 55,6
2002. 2908 (2334+574) 61,2

broj umrlih

godina broj (M+Z7) stopa/100000
1969. 916 (792+124) 20,7
1979. 1628 (1413+215) 354
1989. 2195 (1848+347) 45,9
1998. 2569 (2095+474) 53,7
2002. 2597 (2102+495) 55,3

(Podaci Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo)

1. 1.3. Etiologija

Etiologija karcinoma pluca kao 1 vec¢ine ostalih malignih bolesti je nepoznata. Smatra se
da na razvoj bolesti utjeCu brojni ¢imbenici. Najznacajnija povezanost dokazana je
izmedu puSenja cigareta i karcinoma pluca i bronha. Tijekom inhaliranja cigaretnog dima
u pluca ulaze brojni karcinogeni i promotori tumorskog rasta. Veza izmedu cigaretnog

dima 1 karcinoma plu¢a spomenuta je prvi puta jo§ 1940. godine, a epidemioloSki



dokazana 1964. godine (1) te kasnije u brojnim epidemioloskim studijama potvrdena (2).
U Europi 36% pucanstva starijeg od 15 godina pusi. Za buduca kretanja morbiditeta i
mortaliteta od karcinoma plu¢a vaZna je ¢injenica da je puSenje viSe prisutno u mladim
dobnim skupinama, pa se i karcinom pluca sve ¢eS¢e dijagnosticira u mladim dobnim
skupinama. Kretanje incidencije i mortaliteta od raka pluca najbolje odrazavaju podaci o
raSirenosti puSenja u pucanstvu: Sjedinjene Americke Drzave su smanjile puSenje u
osoba starijih od 18 godina sa 42% u 1965. godini na 26% u 1992. godini, a istodobno je
doslo i do smanjenja mortaliteta od karcinoma pluc¢a. Dim cigarete identificiran je kao
glavni rizi¢ni €inilac za razvoj svih ¢eSc¢ih histoloskih tipova karcinoma pluc¢a 1 bronha:
karcinoma malih stanica, planocelularnog karcinoma, karcinoma velikih stanica te
adenokarcinoma. Rizik se povecava 10 — 20 puta u aktivnih puSaca. Ali 1 1,5 puta u
pasivnih. Sam rizik za razvoj karcinoma pluca ovisi o broju popusenih cigareta na dan,
dobi u kojoj je osoba pocela pusiti te o duljini puSenja. Obi¢no se broj popusenih cigareta
izrazava u ,,pack/years* (hrv. kutija/godina). Tim brojem odreden je i broj popuSenih
cigareta na dan te duljina puSenja. IzraCunava se tako da se broj cigareta popusenih na
dan pomnoZi sa brojem godina pusenja te se umnozak podijeli sa dvadeset. Tako da
osoba sa pack/years 40, odnosno osoba koja pusi 40 cigareta na dan tijekom 20 godina
ima 60 — 70 puta ve¢i rizik za razvoj karcinoma plu¢a od nepuSaca. Rizik nakon
prestanka pusenja ostaje povisen i do 15 godina nakon prestanka pusenja i viSe nikada se
ne izjednaCava s rizikom u osoba koje nikada nisu pusSile. Povecanje incidencija
karcinoma pluéa u Zena takoder je povezano s puSenjem. Zene imaju veéi relativni rizik
za istu izloZenost cigaretnom dimu nego muskarci (oko 1,5 puta). Karcinom pluca u
nepusacica CeS¢e se razvija nego u nepusaca. Spolom uzrokovanu razliku objaSnjava se
povecanom osjetljivos¢u Zena na karcinogene. Cigaretni dim sadrZzi preko 4000 kemijskih
sastojaka, od kojih su neki kancerogeni. Cigaretni dim nije povezan samo s karcinomom
pluca, ve¢ i1 sa karcinomom larinksa, jednjaka, guSterate 1 mokra¢nog mjehura. Kao
rizi¢ni ¢imbenik spominje se 1 postojanje prijaSnje, nemaligne bolesti pluca, primjerice
KOPB - a. Pusaci koji imaju i KOPB imaju dodatno povecan rizik 4 — 6 puta od pusaca
bez KOPB - a. Taj rizik ostaje povecan i nakon prestanka puSenja. Hormoni takoder
mogu utjecati na razvoj karcinoma pluca, prije svega na razvoj adenokarcinoma. Rizik za

razvoj karcinoma pluca vec¢i je u Zena koje uzimaju ili su tijekom Zivota uzimale



estrogene. Osim u dimu cigarete, brojni kancerogeni nalaze se u zraku oko nos. Ti
kancerogeni potjecu iz ispusSnih plinova automobila, industrije, te termoelektrana. Tako je
incidencija karcinoma plu¢a povecana u podrucjima sa veCom zagadenoSc¢u zraka. Postoji
i jasna povezanost izmedu karcinoma pluca i azbesta. Povecan rizik javlja se obi¢no
nakon 20 ili viSe godina nakon izloZenosti azbestu. Brojni ¢imbenici iz okoliSa kao Sto su
arsen, klorometil eteri, nikal, krom, kositar, formaldehid, nafta te vinil — klorid takoder se
povezuju sa povecanim rizikom za razvoj karcinoma pluca. Prehrana takoder utjece na
razvoj karcinoma pluca. Tako prehrana bogata zasiCenim masnim Kkiselinama i
kolesterolom, a s malo voca i povr¢a koje sadrzi vitamine A, C i E, zatim j — karoten,
selen i cink takoder povecava rizik za razvoj karcinoma pluca. Za nepusace, najznacajniji
¢imbenik rizika za razvoj karcinoma pluca je izloZenost radonu. Radon nastaje raspadom
urana te se nalazi u okoliSu. Na slici 1. 1. prikazani su relativni rizici za razvoj karcinoma

pluca.

Relativni rizik
60

50
40
30
20

nepusac pasivnipusa¢ kopac¢ urana pusac 1 kutija pusac 2 kutije pusac i radnik
na dan na dan s azbestom

Slika 1. 1. Relativni rizik za razvoj karcinoma pluc¢a
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1. 1. 4. Podjela karcinoma bronha i plu¢a
Karcinom plu¢a moze se podijeliti na viSe nacina. Najznacajnije su histoloSka i klinicka

podjela. Histoloski podjela karcinoma plu¢a prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji

(3) prikazana je u tablici 1. 2.

Tablica 1. 2. Histoloska klasifikacija karcinoma bronha i plu¢a (WHO 1999)

1. karcinom plocastih stanica 4. karcinom velikih stanica
varijante: varijante:
papilarni neuroendokrini velikih stanica
svijetlih stanica bazaloidni
malih stanica limfoepiteliomu sli¢an
bazaloidnih stanica svijetlih stanica

2. karcinom malih stanica sa rabdoidnim fenotipom
varijanta: 5. adenoplocasti karcinom
kombinirani malih stanica 6. karcinomi sa pleomorfnim,

3. adenokarcinom sarkomatoidnim ili
acinarni sarkomatoznim elementima
papilarni 7. karcinoid
bronhioloalveolarni 8. karcinomi bronhalnih Zlijezda
solidni sa stvaranjem sluzi adenoid-cisti¢ni karcinom
mijeSani mukoepidermoidni karcinom

9. neklasificirani karcinom

Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization,
WHO) cetiri najcesca histoloska tipa ¢ine 96% svih primarnih neoplazmi pluc¢a. To su:
karcinom malih stanica, adenokarcinom, karcinom plocastih stanica te karcinom velikih
stanica. Ostalih 5% cine karcinoid, karcinomom bronhalnih Zlijezda i ostali rjedi tipovi
karcinoma. Od drugih malignih tumora u plu¢ima se mogu naci primarni limfom te
sarkom pluca. Najces¢i histoloski tip je adenokarcinom, koji se javlja u 35% svih
karcinoma pluca. Adenokarcinom ¢ini glavninu karcinoma plu¢a u bolesnika koji nisu
nikada pusili, u Zena te u mladim dobnim skupinama (< 45 godina). Uglavnom se javlja

kao periferna tvorba. Bronhioalveolarni karcinom je podtip karcinoma pluca.
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Planocelularni karcinom pluca javlja se u 30% slucajeva. Pokazuje visoku povezanost sa
pusenjem, a obi¢no nastaje centralo tako da se obi¢no manifestira simptomima
bronhoopstrukcije. U posljednjih 25 godina, iz nepoznatih razloga, adenokarcinom je
Karcinom velikih stanica ¢esto je slabo diferenciran, a javlja se u oko 10% slucajeva, a
karcinom malih stanica (jo§ se naziva mikrocelularni) javlja se u oko 20% slucajeva.
Povezuje se s puSenjem, ima tendenciju rasta u blizini velikih diSnih putova i1 krvnih Zila
uz Cesto prisutnu limfadenopatiju. To je oblik karcinoma plu¢a koji ima jaku sklonost
metastaziranju 1 razvijanju paraneoplastickog sindroma. Karcinom malih stanica rano
metastazira, pa su u trenutku otkrivanja ¢esto prisutne udaljenje metastaze.

Osim klinicke podjele u svakodnevnom klinickom radu viSe se koristi klinicka podjela
karcinoma bronha i pluca. Klinicka podjela nastala je u terapijske i prognosticke svrhe, a
razlikuje: karcinom malih stanica (engl. small cell lung cancer, SCLC), karcinom nemalih
stanica (engl. non — small cell lung cancer, NSCLC) i ostale karcinome, od kojih su
najces¢i karcionoid i karcinomi bronhalnih Zlijezda. Klini¢ka podjela karcinoma bronha i

pluca prikazana je u tablici 1. 3.

Tablica 1. 3. Klinicka podjela karcinoma bronha i plu¢a

tip incidencija (%)
karcinom malih stanica 20
karcinom nemalih stanica 75
adenokarcinom 35
karcinom plocastih stanica 30
karcinom velikih stanica 10
ostali 5
karcinoid

adenoid-cisti¢ni karcinom
mukoepidermoidni karcinom

12



Karcinom plu¢a malih stanica je osjetljiv na kemoterapiju i radioterapiju. U bolesnika sa
karcinomom plu¢a malih stanica kirur§ki zahvat se ne preporuca jer je u vrijeme
otkrivanja bolest ve¢ proSirena ili postoje mikrometastaze. Karcinom plu¢a nemalih
stanica lijeCi se prvenstveno kirurSki u ranijim stadijima bolesti, a kemoterapijom 1

radioterapijom u uznapredovalim stadijima bolesti.

1. 1.5. Stadiji proSirenosti bolesti

1. 1.5.1. Staging karcinoma plu¢a nemalih stanica

Prije pocetka lijecenja bolesti, osim odredivanja histoloSkog tipa karcinoma, potrebno je
odrediti stadij (engl. staging) tumora: anatomsku prosirenost karcinoma, odrediti da li su
zahvaceni limfni ¢vorovi i da li su prisutne udaljene metastaze. O stupnju proSirenosti
karcinoma pluca te o histoloSkom tipu ovisi vrsta terapije. Za odredivanje stadija tumora
koristimo se TNM klasifikacijom prema Medunarodnom staging sustavu (eng.
International Staging System, ISS) (4). Oznaka T odnosi se na primarni tumor, N na
regionalne limfne ¢vorove, a M na udaljene metastaze. TNM Kklasifikacija prikazana je u
tablici 1. 4. Izrazito vazno je prije pocetka lijeCenja dobro procijeniti da li su prisutne
udaljene metastaze te tocno odrediti status regionalnih limfnih ¢vorova. Zbog toga je
napravljena klasifkacija regionalnih limfnih ¢vorova (5) koja je kompatibilna sa
medunarodnim staging sustavom (ISS). Klasifikacija je pogodna za klinicki, kirurSki i
patoloski staging. Mapirano je ukupno 14 regionalnih limfnih ¢vorova podijeljenih prema
lokaciji na hilarne, intrapulmonalne 1 medijastinalne limfne ¢vorove. Limfni ¢vorovi od 1
— 9 pripadaju u N2 skupini, dok limfni ¢vorovi od 10 — 14 pripadaju u skupinu N1. Stadiji

karcinoma pluca prikazani su u tablici 1. 5.
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Tablica 1. 4. Oznake za primarni tumor, metastaze u regionalne limfne ¢vorove i
udaljene metastaze prema ISS stupnjevanju (International Staging System)

primarni tumor (T)

TO Nema jasnog primarnog tumora

TX Skriveni tumor koji se nade citoloski u bronhalnom
sekretu, ali se ne vidi radiolos$ki ili fiberbronhoskopijom

TIS Carcinoma in situ

T1 Tumor < 3 cm u najvecoj dimenziji okruZen plu¢ima ili

visceralnom pleurom, bez bronhoskopski jasnog Sirenja
proksimalno od lobarnog bronha (Rijedak povrsinski tumor
s invazivnom komponentom ograni¢enom prema stijenci
bronha koji se $iri prema glavnom bronhu klasificira se kao T1)

T2 Tumor >3 cm u najvecoj dimenziji, ili tumor bilo koje veli¢ine
koji zahvaca visceralnu pleuru ili je udruZen s atelektazom ili
opstruktivnim pneumonitisom koji se Siri prema hilarnoj regiji.
Bronhoskopski, proksimalno tumor moZe biti unutar lobarnog
bronha ili najmanje 2 cm distalno od karine. PridruZena atelektaza
ili opstruktivni pneumonitis ne smiju zahvacati cijelo pluce.

T3 Tumor bilo koje veli¢ine s direktnim Sirenjem u stijenku prsnog koSa
(ukljucujuéi tumore gornjeg sulkus), dijafragmu, medijastinalnu
pleuru ili perikard bez zahvacanja srca, velikih krvnih Zila, traheje,
jednjaka i kraljeSnice, ili tumor u glavnom bronhu unutar 2 cm od karine
bez zahvacenosti karine, ili pridruzena atelektaza ili opstruktivni
pneumonitis koji zahvacaju cijelo pluce

T4 Tumor bilo koje veli¢ine s prodorom u medijastinum koji zahvaca srce,
velike krvne zile, traheju, jednjak, kraljesnicu ili karinu ili izaziva maligni
pleuralni ili perikardijalni izljev (Pleuralni izljevi u kojima nema krvi,
koji nisu eksudati i nemaju citoloski dokaz malignih stanica u izljevu,
ne mogu se smatrati malignim pa se tumor klasificira se kao T1, T2 ili
T3 iskljucujuéi izljev)

metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima (N)

NO Ne nalaze se metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima

N1 Metastaze u peribronhalne limfne ¢vorove ili u ipsilateralne limfne
¢vorove hilusa, ili oboje, ukljucujuéi direktno Sirenje

N2 Metastaze u ipsilateralne limfne ¢vorove medijastinuma ili u
supkarinalne limfne ¢vorove

N3 Metastaze u kontralateralnim medijastinalnim, kontralateralnim hilarnim te

ipsilateralnim ili kontralateralnim skalenskim ili supraklavikularnim limfnim
¢vorovima

udaljene metastaze (M)

MO

nema udaljenih metastaza

M1 prisutne udaljene metastaze (ukljucujuci tumorske ¢vorove u ipsilateralnim
pluénim reZnjevima koji nisu sijelo primarnog tumora)

Tablica 1.5. Stadiji karcinoma prema TNM Kklasifikaciji

stadij 0 carcinoma in situ

stadij IA T1 NO MO

stadij IB T2 NO MO

stadij ITIA T1 N1 MO

stadij IIB T2 N1 MO T3 NO MO

stadij IIIA T3 N1 MO T1 N2 MO T2 N2 MO T3 N2 MO

stadij I1IB T4 NO MO T4 N1 MO T4 N2 MO T4 N3 MO
T1 N3 MO T2 N3 MO T3 N3 MO

stadij IV svaki T svaki N M1
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1. 1.5. 2. 'Performance’' status

Nakon selekcije bolesnika prema histoloSkom tipu karcinoma i stadiju proSirenosti
bolesti, potrebno je procijeniti opce stanje bolesnika kako bi se procijenila sposobnost
bolesnika da podnese razne oblike antitumorskog lijeCenja. Ta procjena je podloZna
subjektivhom ¢imbeniku, stoga se danas koriste standardizirane klasifikacije kao Sto je

Karnofsky skala ili ECOG skala (6).

1. 1. 6. Klinic¢ka slika

Samo 5 — 15% bolesnika otkriva se u asimptomatskoj fazi bolesti, a u ostalih se
registriraju simptomi koji se dijele na nespecificne, specifi¢ne diSne, intratorakalne,
metastatske i paraneoplasticke. Nespecificni simptomi su umor, anoreksija, gubitak na
tezini, slabost te poviSena temperatura. Ti simptomi obi¢no se javljaju uz uznapredovalu
bolesti te nisu specifi¢ni za karcinom pluca. Specifi¢ni diSi simptomi najizraZeniji su kod
centralno smjeStenih tumora. Najcesce se javljaju kaSalj, hemoptize, recidivirajuce
pneumonije iste lokalizacije, zaduha te bol. Intratorakalni simptomi nastaju ratom i
metastaziranjem unutar struktura toraksa. MoZe se javiti Pancoastov sindrom, Hornerov
sindrom, sindrom gornje Suplje vene, paraliza nervusa rekurensa i frenikusa te pleuralni
izljev. Metastaze izvan toraksa u bolesnika sa karcinom pluca su Ceste, posebice u
bolesnika sa karcinomom plu¢a malih stanica. Karcinomske stanice mogu metastazirati
hematogeno 1 limfogeno. Metastaze mogu zahvatiti bilo koji organ ili organski sustav.
NajceSce su zahvaceni jetra, nadbubrezne Zlijezde, kosti, mozak, udaljeni limfni ¢vorovi
te koStana srz. Paraneoplasticki sindrom u bolesnika sa karcinom pluc¢a obuhvaca brojne
simptome 1 sindrome. U tu skupinu pripadaju simptomi i sindromi bolesnika sa karcinom
pluca, a koji se ne mogu direktno povezati sa primarnim tumorom ili metastazama.

NajceSc¢e manifestacije paraneoplastickog sindroma navedene su u tablici 1. 6.
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Tablica 1. 6. NajceS¢e manifestacije paraneoplastiCkog sindroma u bolesnika s
karcinomom pluca

sustav paraneoplasticki sindrom sustav paraneoplasticki sindrom
koStano-miSiéni hipertrofi¢na osteoartropatija Ziv€ani Lambert-Eatonov sindrom
osteomalacija periferna neuropatija
polimiozitis encefalopatija
miopatija mijelopatija
psihoza
koZza baticasti prsti demencija
dermatomiozitis
skleroderma krvozilni nebakterijski tromboticki
acanthosis nigrans endokarditis
pruritus trombocitoza
erythema multiforme eozinofilija
hiperpigmentacija policitemija
urtikarija anemija
pancitopenija
endokrini Cushingov sindrom disproteinemija
sindrom neadekvatne sekrecije hiperkoagulabilnost
ADH tromboflebitis
hiperkalcemija flebotromboza
karcinoidni sindrom
hipoglikemija/hiperglikemija razni kaheksija
ginekomastija nefrotski sindrom
galaktoreja hiperuricemija

1. 1.7. Dijagnosticki postupci

Bolesnici s karcinomom pluca najcesce se javljaju lijecniku sa ve¢ uznapredovalom
bolesti. Bez obzira na danas dostupne dijagnosticke testove 1 postupke, u gotovo 70%
bolesnika prode Sest ili viSe mjeseci od pojave prvih simptoma do postavljanja dijagnoze.
Dijagnoza poc€inje anamnezom 1 fizikalnim pregledom. Slijjede¢i korak je osnovna
laboratorijska obrada. Temeljna dijagnostika maligne bolesti je histoloska ili citolosSka.
Obicno se dijagnostika pocinje citoloSkom analizom iskaSljaja. Daljnja dijagnosticka
pretraga je bronhoskopija bronhalnog stabla. Tijekom bronhoskopije potrebo je pregledati
cijelo bronhalno stablo, obratiti paznju na tvorbe koje prominiraju u lumen,
ekstraluminalnu kompresiju, promjene sluznice traheobronhalnog stabla. Tijekom same
bronhoskopije uzima se materijal za citolosku, histoloSku i mikrobioloSku analizu. Po
postavljanju histoloske ili citoloSke dijagnoze potrebno je utvrditi i proSirenost same
bolesti (inatratorakalna proSirenost i udaljene metastaze) te odrediti opce stanje bolesnika

kako bi se procijenilo da li bolesnik moze podnijeti predvideni oblik antitumorskog
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lijecenja. Postupci za postavljanje dijagnoze, procjenu proSirenosti bolesti te za procjenu

funkcije diSnog i kardiovaskularnog sustava navedenu su u tablici 1. 7.

Tablica 1. 7. Dijagnostic¢ki postupci kod karcinoma bronha i plu¢a

postupci za postavljanje dijagnoze

anamneza i fizikalni pregled

KKS, SE

koagulacijski testovi

kompletna biokemija

tumorski markeri

citoloSka analiza iskasljaja

Rtg snimka pluca (PA i profilna snimka, po potrebi tomogrami ili CT)
bronhoskopija s aspiracijom, brisom ¢etkicom i biopsijom
alternativne pretrage:

transtorakalna punkcija promjena u plu¢ima

punkcija pleuralnog izljeva

punkcija ili biopsija uvecanih limfnih ¢vorova
torakotomija i biopsija (izuzetno rijetko)

postupci za procjenu prosirenosti bolesti

CT toraksa

CT abdomena ili ultrazvuk abdomena

scintigrafija kosti ako su prisutni simptomi ili sumnja na metastaze

Rtg kosti ako su prisutni simptomi ili patoloski scintigrafski nalaz

CT mozga kod adenokarcinoma sa zahva¢enim limfnim ¢vorovima,
kod raka pluc¢a malih stanica te ako su prisutni simptomi
moZdanih metastaza

punkcija pleuralnog izljeva

punkcija ili biopsija uveéanih limfnih ¢vorova

alternativne pretrage:

PET

medijastinoskopija

punkcija koStane srzi

postupci za procjenu funkcije respiracijskog
sustava i moguénosti resekcije pluéa

spirometrija

analiza plinova u art. krvi i acidobazni status
odredivanje difuzijskog kapaciteta plu¢a za CO
EKG

ultrazvuk srca

alternativne pretrage:

scintigrafija pluca (ventilacijska i perfuzijska)
test opterecenja

odredivanje tlakova u pluénoj arteriji
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1. 1. 8. Lijecenje karcinoma pluca i bronha

Lijecenje karcinoma pluca sastoji se od Cetiri skupine terapijskih postupaka. U prvoj je
kirurSki zahvat, koji pruza najvece izglede za ozdravljenje. U drugoj su skupini terapija
zracenjem, kemoterapija i njihove kombinacije, uz napomenu da se tim postupcima
postiZe poboljSanje kvalitete 1 produZenje Zivota. U trec¢oj skupini je imunoterapija, dok u
Cetvrtu skupinu pripadaju novi terapijski modaliteti nazvani ciljna antitumorska terapija.
Zasebnu skupinu ¢ine raznovrsni postupci lijeCenja usmjereni na ublaZzavanje i uklanjanje
simptoma bolesti. KirurSko lije¢enje obuhvaca radikalne, palijativne i1 rekonstrukcijske
zahvate. Pod pojmom radikalnosti misli se na odstranjenje vidljivog tumora do u zdravo
tkivo. Je 1i zahvat doista bio radikalan, moguce je ocijeniti tek nakon preZzivljenja pet
godina ili duze. Kirursko izlijecCenje moguce je u I i II stadiju karcinoma nemalih stanica.
U stadijima sa N2 propagacijom uglavnom se postizu palijativni rezultati, iako je pristup
svakom bolesniku individualan. Tijekom kirurS§kog zahvata moraju se pretraziti i
histoloski ili citoloski verificirati limfni ¢vorovi hilusa i medijastinuma. To je potrebno
za definitivno odredivanje stadija proSirenosti bolesti, utvrdivanje opsega kirurSkog
zahvata te planiranje daljnjih dijagnosti¢kih i terapijskih postupaka. Lobektomija ima
prednost kao postedniji zahvat za oCuvanje zdravog plu¢nog parenhima, Sto je posebno
vazno u starijih osoba i bolesnika sa KOPB. Pulmektomija pruZza ve¢u mogucnost da se
resecira Sto je moguce dalje od samog tumora i da se odstrani limfni optok pluca,
medutim, uz ove prednosti ona nosi i ve¢i operativni rizik za bolesnika. Cilj palijativnih
kirurSkih zahvata je maksimalno odstranjenje tumorske mase i limfnih ¢vorova proZetih
karcinomom, $to omogucava naknadnoj terapiji zracenjem ili kemoterapiji vece izglede
za uniStenje rezidualnog tumora. Palijativnim zahvatima pristupa se 1 u vitalnim
indikacijama kao Sto su hemoptoa, velika tumorska masa s raspadom 1 bronhoezofagealna
fistula. Opc¢a operativna smrtnost je malena, oko 2% u bolesnika sa lobektomijom, a 5-
7% kod pulmektomije. NajcesS¢e komplikacije koje prate kirurSki zahvat 1 mogu
uzrokovati smrtni ishod su krvarenje, respiracijska insuficijencija, pneumonija,
bronhopleuralna fistula, empijem, plu¢na embolija, te infarkt miokarda i maligne aritmije.
Karcinom pluéa nije u cjelini radiosenzibilan, ali ni radiorezistentan tumor.

Epidermoidni, adenokarcinom te karcinom velikih stanica slabo su radiosenzibilni, dok je
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mikrocelularni izrazito osjetljiv. Medutim, osjetljivost na terapiju zra¢enjem nije uvijek
jednaka, jer je u pojedinom histoloSkom tipu ovisna o zrelosti stanica. Jednako tako,
poznato je da tumori nisu u svim slu¢ajevima gradeni homogeno od iste vrste stanica, ve¢
postoje razlike koje uvjetuju 1 razliCitu osjetljivost njihovih dijelova na zracenje. Danas se
istrazuju mogucénosti povecanja osjetljivosti tumora na zraCenje (radiosenzibilizatori),
kao 1 radioprotektivne zaStite zdravog tkiva. Velika se paZnja posvecuje velicini
ozracenog pluénog parenhima i drugih organa u toraksu. Sindrom postiradijacijskog
pneumonitisa i fibroze proporcionalan je dozi i obuhvatu plu¢énog parenhima.
Predoperativno rijetko primjenjujemo zracenje uz izuzetak Pancoastovog sindroma.
Bolesnici sa  velikom tumorskom masom, pleuralnim izljevom, sréanom
dekompenzacijom, 1 tezim ispadima respiracijske funkcije nisu prikladni za terapiju
zraCenjem. Posebno se zrace udaljene metastaze u kostima. Kemoterapija neoplazmi nije
selektivna jer se uz uniStenje stanica tumora neizbjeZzno dogadaju oSteCenja zdravog
tkiva. Najveci teret kemoterapije pada na tkiva koja se ucestalo obnavljaju (koStana srz,
limfno tkivo, crijevna sluznica, folikuli dlaka, zametni epitel). Vecina citostatika djeluje
toksi¢no na stanice koje su u diobenom ciklusu, a slabije na one koje su se privremeno ili
trajno prestale dijeliti. Neosjetljivost tumora na citostatike nastaje tako Sto lijek unisti sve
osjetljive stanice, a iz preostalih, rezistentnih, poraste nova tumorska masa ili se pojedine
tumorske stanice u kontaktu s lijekom prilagode djelovanju citostatika i postaju otporne
na tu vrstu terapije. Stoga se u lijeCenju kombinira nekoliko citostatika razliitog
mehanizma djelovanja ¢ime se povecava ucinkovitost terapije. Na pocetku lijeCenja
nastoji se posti¢i inicijalno smanjenje tumorske mase (indukcijska terapija), zatim
ucvrstiti postignuti terapijski ucinak (konsolidacija) te kona¢no Sto dulje zadrzati
postignutu remisiju (terapija odrZavanja). Kod progresije primjenjuje se alternativni
rezim, to jest nova shema polikemoterapije. Terapija se primjenjuje u intervalima
(ciklusima), obi¢no svaka 3 tjedna, a duZina lijeCenja je varijabilna i individualno
prilagodena. Uc¢inak terapije procjenjuje se stupnjem regresije tumorske mase (potpun
odgovor-nestanak svih postojecih lezija; djelomi¢an odgovor-redukcija tumorske mase za
50% bez pojave novih lezija; bez odgovora-nema promjene u veli€ini lezije ili je regresija
manja od 50%; progresija-porast lezije). Najvazniji element procjene ucinkovitosti

kemoterapije je petogodiSnje preZivljenje uz ocjenu kvalitete Zivota. Da se olakSa
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podnosljivost i smanje toksi¢ni ucinci kemoterapije, uz aplikaciju citostatika primjenjuju
se antiemetici, kortikosteroidi 1 obilna hidracija.

Imunoterapija pociva na primjeni monoklonalnih antitijela koja su usmjerena protiv
tumor specifi¢nih antigena. Vezanjem antitijela za tumorski antigen dolazi do aktivacije
sustava komplementa, a u manjoj mjeri i do aktivacije citotoksi¢nih limfocita, pa jedno 1
drugo dovodi do selektivnog uniStavanja tumorskih stanica. Specificne imunoterapije su
u fazi klinickih istraZivanja.

U skupinu ciljne antitumorske terapije pripadaju specificna protutijela koja se vezu na
receptore za razne faktore rasta, te inhibitori angiogeneze (7). Primjer antitijela protiv
receptora za faktore rasta su specificna protutijela koja blokiraju receptor za epidermalni
faktor rasta su gefitinib (8) 1 erlotinib (9) koji su ve¢ naSli mjesto u klinickoj primjeni.
Inhibitori angiogeneze, odnosno inhibitori vaskularnog endotelijalnog faktora rasta (engl.

vascular endothelial growth factor, VEGF) su trenutno u fazi istrazivanja (10).

1. 2. Molekularna biologija karcinoma plu¢a

U patogenezi karcinoma pluca, kao i u ostalim solidnim tumorima, brojne promjene u
bioloskim regulatornim putovima imaju znacajnu ulogu. U posljednjih nekoliko godina
brojna bazi¢na i klinicka istrazivanja dovela su do znacajnog poboljSanja u razumijevanju
tih bioloskih mehanizama od kojih su najznaajniji: genetske promjene, epigenetske
promjene, autokrina stimulacija rasta, imunosupresija najvjerojatnije uzrokovana samim
tumorom, te poremecaji u angiogenezi. Razumijevanje navedenih bioloskih mehanizama,
te pronalazak bioloSkih markera koji sudjeluju u njima, nisu samo vazni za razumijevanje
patogeneze karcinoma pluca, ve¢ bi mogli upucivati na prognozu i odabir odgovarajuce
terapije. Naime, utjecajem na molekule koje sudjeluju u patogenezi karcinoma moguce je
rast. Velik broj molekula koje sudjeluju u patogenezi karcinoma pluca je do sada
pronaden, no potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se utvrdila njihova klinicka

znacajnost.
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1. 2.1. Proto - onkogeni i geni supresori tumora

1. 2.1.1. K-ras

Mutacije u ras onkogenu nadene su u oko 20 — 30% karcinoma plu¢a nemalih stanica
(11), uglavnom adenokarcinoma (12). Te mutacije nadene su primarno u kodonu 12 koji
sadrZi oko 85% mutacija, no mutacije se mogu naci i u kodonu 13 i 61 (13). Mutacije u
ras proto — onkogenu povezane su sa pusenjem (14). Prisutnost ras mutacije povezana je

sa loSijom prognozom u bolesnika s karcinomom plu¢a nemalih stanica (12, 15, 16).

1. 2.1.2. p53

Klju¢nu ulogu u stabilizaciji genoma ima gen supresor tumora p53 - transkripcijski faktor
koji aktivira ekspresiju gena koji kontroliraju stani¢ni ciklus, apoptozu, popravak DNA i
angiogenezu. Mutacija p53 nadena je u mnogim karcinomima, tako i u karcinomu pluca.
Mutacije i delecije u p53 nadene u oko 90% karcinom plu¢a malih stanica, te u oko 50%
karcinoma plu¢a nemalih stanica (17, 18, 19, 20, 21). Mutacija p53 ima negativnu
prognosticku vrijednost u adenokarcinomu pluca (22), a pokazalo se da prisutnost
mutacije p53 moze upucivati na ucinkovitost kemoterapije temeljene na platini (23),
jednako kao 1 na ucinkovitost radioterapije (24). Taksani 1 vinkalkaloidi su se pokazali
posebno ucinkoviti u bolesnika se mutacijom p53, a neucinkoviti u bolesnika s karcinom
pluc¢a nemalih stanica, ali bez mutacije u p53 (25). S druge strane, najveca ucinkovitost
kemoterapijskih protokola temeljenih na platini dokazana je u bolesnika bez mutacije u
pS3 (26). Ta otkrica objaSnjavaju neucinkovitost pojedinih protokola kemoterapije u

bolesnika s karcinomom pluca.

1. 2.1. 3. Retinoblastoma gen (Rb gen)

Retinoblastoma gen je ukljucen u kontrolu stani¢nog ciklusa. Izostanak aktivacije ovog

gena inicijalno je pronadena u retinoblastomu, po ¢emu je gen i dobio ime. U bolesnika s

karcinomom plu¢a nemalih stanica inaktivan gen je naden u 20-30% bolesnika (27, 28),
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dok je u karcinomu plu¢a malih stanica inaktivan gen naden u ¢ak 90% slucajeva (29,
30). Medutim, prognosticki znacaj prisutnosti inaktiviranog retinoblastoma gena nije u
potpunosti jasna. Vjerojatno je znacajnija uloga retinoblastoma gena zajedno sa ostalim

bioloskim markerima (30).

1. 2.1.4. p16 ™4 ciklin-ovisna kinaza (CDK)

Gen supresor tumora pl6, u bliskoj je interakciji s Rb genom. Proto - onkogen pl6 je
inhibitor ciklin-ovisne kinaze, osobito CDK4 i CDK6 koji inaktiviraju Rb gen
fosforilacijom. Tako p16 osigurava funkciju Rb gena. Kao posljedica, inaktivacija p16
dovodi do stalne fosforilacije Rb gena 1 posljedicno, gubitka njegove kontrole rasta
stanice. Inaktivacija p16 to¢kastom mutacijom, delecijom ili metilacijom nadena je u 40-
70% karcinoma plu¢a nemalih stanica (31,32). Ciklin D1 i ciklin - ovisna kinaza 4 koce
aktivnost Rb gena putem fosforilacije. Ciklin D1 je prekomjerno izrazen u oko 30%
karcinoma pluc¢a nemalih stanica $to je povezano s loSijom prognozom karcinoma pluca u

ranijim stadijima (33).

1. 2.1.5. p27/Kip

p27/Kip je inhibitor ciklin-ovisne kinaze koja utje¢e na aktivnost nekoliko ciklin/CDK
kompleksa. Smanjena ekspresija p27 primijeCena je u preko 80% karcinoma pluca
nemalih stanica (34). Niske vrijednosti p27 su predskazatelj loSe prognoze, posebice u
bolesnika koji su kirurSki lijeCeni (35). Bolesnici s negativhim p27 imaju vecu
vjerojatnost metastaziranja u limfne C¢vorove (36). Stupanj ekspresije p27 mozZe
predvidjeti odgovor na kemoterapiju temeljenu na platini, kao i na ucinkovitosciljane

terapije s gefitinibom ili trastuzamabom (37, 38).

1. 2.2. Genizap - tubulin

Rezistencija na taksane se povezuje s mutacijom u veznim domenama 3 - tubulina u

egzonima 1 1 4 (39). Smatra se da ta mutacija onemogucava interakciju citostatika i
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tubulina. Oko 30% bolesnika s karcinomom pluc¢a nemalih stanica ima mutaciju u genu
za B - tubulin. U tih bolesnika nije doSlo do regresije tumora nakon terapije taksanima.

Medutim, u bolesnika bez navedene mutacije taksani su bili u¢inkoviti u skoro 40%

bolesnika (39).

1. 2.3. Prekomjerna ekspresija proto-onkogena i njihovih produkata

1. 2.3.1. erbB1/EGF receptor

Proto — onkogen erbB1 kodira receptor za epidermalni faktor rasta (EGFR) koji veze ne
samo epidermalni ¢imbenik rasta (EGF), ve¢ i TGFa i amfiregulin. U vecini uzoraka
karcinoma pluca nemalih stanica EGFR 1 TGFa su zajednicki izraZzeni dok se EGF ne
moZe naci. Prekomjerna ekspresija EGFR nadena je u 45% karcinoma plu¢a nemalih
stanica, a viSe od 60% karcinoma plu¢a nemalih stanica pokazuje prekomjernu ekspresiju
TGFa. Medutim, prognosticka vrijednost ovih markera za sada jo$ nije potpuno poznata

(40).

1. 2.3.2.erbB2/HER2/neu

Proto — onkogen erbB2 kodira receptor HER2/neu koji pripada obitelji receptora
epidermalnih ¢imbenika rasta 1 prekomjerno je izraZzen u 20 - 30% karcinoma pluca
nemalih stanica. IzraZzenost je ja¢a u adenokarcinomu nego u karcinomu plocastih stanica
(41). Prekomjerna ekspresija HER2 1 c-erbB2 povezana je s loSijjom prognozom u
bolesnika s karcinomom pluca. Blokada tirozin — kinazne aktivnosti s gefitinibom nije
pokazala razliku u ucinkovitosti u bolesnika s prekomjernom i normalnom ekspresijom
HER2. Ekspresija HER2 je dominatan neovisan prognosti¢ki ¢imbenika u bolesnika

nakon resekcija karcinoma pluca ranijih stadija. (42, 43).
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1. 2.3.3. bcl-2

Prekomjerna ekspresija bcl-2 nadena je u 20 - 30% karcinoma plu¢a nemalih stanica. Bcl-
2 inhibira apoptozu. Fosforilacija bcl-2 ko¢i njegovu funkciju te na taj nacin dovodi do
apoptoze. Taksani 1 vinkalkaloidi dovode do fosforilacije bcl-2 pa tako poticu apoptozu

karcinomskih stanica. (44,45).

1. 2.4. Poremecaj ekspresije ¢cimbenika rasta i njihovih receptora

1. 2.4.1. Cimbenik rasta hepatocita (HGF)

Cimbenika rasta hepatocita (HGF) stimulira proliferaciju i normalni bronhalni epitel i
karcinomske stanice. ¢ — met protoonkogen izrazen je u 72% adenokarcinoma, dok
stanice plocastog karcinoma imaju izrazenu deleciju mRNA. Tri izoforme mRNA za
HGF i proteini izraZzeni su u zdravim plu¢ima, ako i u stanicama karcinoma pluca
nemalih stanica. Ekspresija HGF u karcinomu povezana se sa loSom prognozom,

vjerojatno autokrinim i/ili parakrinim mehanizmima (46, 47, 48).

1. 2.4.2. Cimbenik mati¢nih stanica i c-kit

Cimbenik mati¢nih stanica (SCF) proizvodi oko 705 stani¢nih linija karcinoma pluéa
malih stanica. SCF se veZe za c-kit onkogen koji je takoder izraZen u oko 70% karcinoma
pluca malih stanica. Vjerojatno u karcinomskih stanica postoji autokrina petlja. Moderni
inhibitori c-kit tirozin kinaze kao Sto je STI5S71 inhibiraju proliferaciju stanica karcinoma
plu¢a malih stanica in vitro. Medutim, klini¢ki pokusi nisu pokazali korist od inibicije

proliferacije (49, 50).

1. 2.4. 3. Transformiraju¢i ¢imbenik rasta B (TGFp)

TGFp inhibira proliferaciju normalnih epitelnih i hematopoetskih stanica. Rezistencija na

inhibiciju proliferacije putem TGFP povezana je sa smanjenom ekspresijom tipa II
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receptora za TGFP u karcinomu plu¢a malih stanica. Kao posljedica, u karcinomskim
stanicama dolazi do prekomjernog stvaranja TGFB. TGFp takoder ima i imunosupresivnu
aktivnost. Koncentracija TGFP u plazmi povezana je s ucinkovito$¢u radioterapije (51,
52).

1. 2.5. Poremecaj imunoloskog odgovora kao posljedica tumora

1. 2.5.1. Transformirajuéi ¢imbenik rasta  (TGFp)

Velik broj malignih tumora, ukljuc¢ujuéi i karcinom plu¢a malih stanica proizvodi TGFj.
Oko 50% stanica karcinoma plu¢a malih stanica proizvodi aktivni protein. Stvaranje
TGFB dovodi do inhibicije imunolo§kog odgovora na sam tumor. Tumorski TGFj
inhibira stvaranje i sekreciju citokina, tako da je supresija citokina primije¢ena u vecine
bolesnika s karcinomom pluca malih stanica. Poremecaj sekrecije IL-2 povezuje se loSom
prognozom, a sam IL-2 je predominantan prognosticki ¢imbenika u karcinomu pluca

malih stanica (52, 53).

1. 2.5. 2. Interleukin - 10 (IL - 10)

IL — 10 inibira razne putove imunoloSkog odgovora, ukljucujuc¢i i IL — 2. Brojne
tumorske stanice luce IL — 10, a odredivanje koncentracije u serumu upucuje na prognozu
bolesti te moZe rano upucivati na progresiju bolesti. U bolesnika se karcinomom pluca
nemalih stanica nadene su poviSene koncentracije IL — 10 te sniZene koncentracije IL — 2

Sto se povezuje s loSom prognozom (54, 55).

1. 2.5.3. Interleukin-2 (IL -2)

Sekrecija citokina iz imunokompetentnih stanica periferne krvi je selektivno sniZena u
bolesnika s karcinomom plu¢a malih stanica. Posebice, nadene su sniZene koncentracije
IL — 2 1 IFNY. Smanjenje tumorske mase nakon kemoterapije dovodi do normalizacije

koncentracije citokina $to upucuje da terapijske procedure utjeu na interakciju tumorskih
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stanica i imunoloskog sustava. Znacajna inhibicija sekrecije citokina ima utjecaj na
prezivljenje bolesnika s karcinomom. (53).

Takoder, selektivna supresija sekrecije citokina od strane perifernih limfocita nadena je i
u bolesnika s karcinomom plu¢a nemalih stanica. Supresija IL -2 takoder je povezana s

loSom prognozom tih bolesnika (55).

1. 2.5.4. Ciklooksigenaza -2 (COX-2)

Tumorske stanice karcinom plu¢a nemalih stanica proizvode jednako 1 COX — 2 i
prostaglandin E2 (PGE2). Povecana ekspresija COX - 2 povezana je s loSijom
prognozom 1 kra¢im preZivljenjem bolesnika s karcinomom plu¢a nemalih stanica,
posebice u stadiju I. Vjerojatno je taj u€inak takoder povezan s utjecajem na imunoloski
sustav. PGE2 poti¢e stvaranje IL — 10 u limfocitima i makrofagima. Kako je ve¢
navedeno, IL — 10 inhibira luc¢enje IL — 2, ako da PGE2 koji se stvara u karcinomskim

stanicama ima znacajan imunomodulatorni u¢inak (56).

1. 2. 6. Poremecaji angiogeneze

Angiogeneza je proces koji ukljucuje dijeljenje i proliferaciju endotelnih stanica te
migraciju u tkiva s ciljem stvaranja novih kapilara. Angiogeneza je strogo kontrolirani

proces koji moZe biti poremecen pod utjecajem malignih tumora.

1. 2.6. 1. Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (VEGF)

VEGF pripada skupini najpotentnijih ¢imbenika rasta endotelnih stanica. Stanice
karcinoma plu¢a nemalih stanica luce VEGF, te je nadena povezanost izmedu ekspresije
VEGF i neoangiogeneze. Ekspresija VEGF povezana je s loSijom prognozom u bolesnika
s karcinom plu¢a nemalih i malih stanica. Posebice je nadena povezanost u stadiju I
karcinoma plu¢a nemalih stanica, gdje je ekspresija VEGF povezana s obilnom

intratumorskom angiogenezom te loSom prognozom u tih bolesnika. VEGF moZe se naci
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ne samo unutar tumorskog tkiva, ve¢ u kasnijim stadijima karcinoma i u plazmi (57, 58,

59).

1. 2.6. 2. Interleukin — 8 (IL - 8)

IL — 8 ima brojne pro-inflamatorne ucinke te moze inducirati angiogenezu. Ekspresija IL
— 8 povezana je s vaskularizacijom unutar tumorskog tkiva. Povecana ekspresija IL — 8
mRNA u tumorskim stanicama te povecana koncentracija IL — 8 u serumu povezani su s

progresijom tumora, angiogenezom te loSom prognozom (60, 61).

1. 2.6. 3. Metaloproteinaze matriksa (MMPs)

Ekspresija MMPs je Cesta u karcinomu pluc¢a. Stupanj ekspresije raste u slabije
diferenciranih tumora i u metastazama. MMPs predstavljaju nezavisan prognosticki
bioloski marker u bolesnika s karcinomom plu¢a malih i nemalih stanica. Prekomjerna
ekspresija MMP — 2 povezana je s loSom prognozom u bolesnika nakon kompletne
resekcije karcinoma plu¢a nemalih stanica. Visoke vrijednosti MMP — 9 imaju
prognosticki znacaj u bolesnika s karcinom plu¢a nemalih stanica, dok se poviSene
vrijednosti MMP — 3, MMP - 11 i MMP 14 povezuju s loSom prognozom u bolesnika s

karcinom pluc¢a malih stanica (62, 63).

1. 3. Inzulinu sli¢ni ¢imbenici rasta (IGF), njihovi receptori (IGFR) te vezni

proteini IGFBP)

1. 3. 1. Hormon rasta (somatotropin, GH)

Hormon rasta poti¢e postnatalni tjelesni rast i razvoj. Osim toga, ima brojne ucinke na
metabolizam bjelan¢evina, ugljikohidrata i masti. PotiCe iz stanica prednjeg rezZnja
hipofize koje ¢ine 40-50% svih stanica u zlijezdi odrasle, zdrave osobe. Hormon rasta je
jednolancani peptid molekularne mase 22000 kd, koji sadrzi 191 aminokiselinu i dva

disulfidna mosta. Oba kraja molekule sudjeluju u vezanju za receptore. Normalni
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hipofizni gen za GH ¢lan je porodice gena koja upravlja sintezom i drugih, strukturno
slicnih hormona — prolaktina, ljudskog placentarnog laktogenaj, te jedne varijante
hormona rasta koji se stvara isklju¢ivo u posteljici. Gensku poruku prepisuje mRNA koja
upravlja sintezom prehormona. Nakon toga signalni se peptid uklanja, a hormon se u
svojem zavrSnom obliku pohranjuje u zrncima stanica prednjeg reznja hipofize. Sinteza
GH se povecava djelovanjem specificnog hipotalamickog oslobadaju¢eg hormona,
hormona koji oslobada hormon rasta (GHRH), koji uzrokuje brzu stimulaciju genske
transkripcije.

Na luc¢enje GH utjecu brojni ¢imbenici. Naglo smanjenje koncentracije ugljikohidrata ili
masnih kiselina u plazmi uzrokuju porast sekrecije GH. S druge strane, porast
koncentracije bjelancevina ili aminokiselina u plazmi takoder dovodi do povecane
koncentracije GH.

GH je hormon s izrazitim anabolnim djelovanjem. PotiCe rast i proliferaciju prakticki
svih tkiva, tako Sto potiCe sintezu bjelancevina, glukoneogenezu, sintezu RNA i sintezu
DNA. Za mnoge, ili gotove sve ucinke hormona rasta odgovorni su proteini koji su
poznati kao inzulinu sli¢ni ¢imbenici rasta (engl. insulin — like growth factor, IGF)

(64,65).

1. 3.2. Somatomedinska hipoteza

Somatomedinska hipoteza tvrdi da je ucinak hormona rasta na sam rast posredovan
proteinima koji se luce iz ciljnog tkiva u krvotok. Ti proteini su nazvani somatomedini,
odnosno inzulinu sli¢ni ¢imbenici rasta (engl. insulin — like growth factor, IGF). GH
potice lucenje IGF proteini, posebice IGF — 1, iz jetre u krvotok. GH takoder djeluje i na
druga tkiva stimulirajuc¢i autokrinu i parakrinu sekreciju IGF proteina i na taj nacin potice
rast u ciljnim tkivima. Jetra, ali 1 ostala tkiva lu€e 1 vezne proteine za IGF (IGF — binding

protein, IGFBP) koji mogu produljiti, pojacati ili inhibirati u¢inak IGF proteina (64, 66).
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Slika 1. 3. Shematski prikaz djelovanja hormona rasta na ciljna tkiva, te povezanost GH i

IGF sustava

hipotalamus

GHRH

|

hipofiza

v

GH
jetra IGF - I
IGF -1 IGF - 11
IGF - 11
misici ostala tkiva

1. 3.3. Fiziologija IGF proteina i regulacija gena

IGF - 11 IGF - II dijele oko 50% strukture s inzulinom. Ve¢ina cirkuliraju¢ih IGF — I i
IGF — II su proizvedeni u jetri, no razna tkiva imaju sposobnost sinteze tih proteina
lokalno. Sinteza IGF — I u jetri je uglavnom ovisna o hormonu rasta, za razliku od sinteze

IGF — II koja je neovisna o GH. Osovina GH/IGF — I je primarno regulator postnatalnog
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rasta, dok IGF — II ima znacajnu ulogu u razvoju fetusa (67, 68). IGF proteini prisutni su
u cirkulaciji u kombinaciji s veznim proteinima visokog 1 niskog afiniteta, koji Cine
obitelj IGFBP proteina.

Do danas je pronadeno 6 veznih proteina visokog afiniteta, od IGFBP - 1 do IGFBP - 6.
Vecina cirkuliraju¢ih IGFBP sintetizirana je u jetri, medutim i ostala tkiva imaju
mogucnost sinteze tih veznih proteina. Najznacajniji IGFBP u serumu je IGFBP — 3, koji
se veze za IGF — 1. IGFBP proteini imaju ve¢i afinitet za IGF proteine nego receptori tipa
I. Kompleks IGF/IGFBP se putem proteaza razgraduje u ciljnom organu te se kao
posljedica otpusta IGF koji slobodan ima sposobnost bioloskog djelovanja. IGFBP vezni
proteini imaju stimulatorni i/ili inhibitorni ucinak na proliferaciju stanica, a taj u€inak
moZe biti potpuno neovisan od IGF proteina (69).

Uz vezne proteine visokog afiniteta, IGFBP, u serumu su nadeni i vezni proteini niskog
afiniteta, nazvani IGFBP — povezani proteini (engl. IGFBP — related proteins, IGFBP —
Rp). U vedini slucajeva IGFBP — Rp imaju ucinak koji je neovisan od IGF proteina.

IGF - I receptor (IGF — IR) je transmembranski tetramer koji se sastoji od po dvije o i B
podjedinice. Podudarnost izmedu inzulinskog receptora i IGF — IR je oko 60%. Sam IGF
— IR, kao 1 inzulinski receptor, ima tirozin kinaznu aktivnost. Nakon aktivacije receptora
dolazi do fosforilacije IRS — 1 koji aktivira fofatidilinozitol — 3 (PI — 3). IGF — Il 1 inzulin
takoder se vezu za IGF — IR, no sa 15 i 1000 puta manjim afinitetom. IGF — IR S§titi razne
stanice u ljudskom organizmu od apoptoze, te na taj na¢in moZe potaknuti nekontrolirani
rast tumorskog tkiva (70, 71).

IGF II/manoza-6- fosfat receptor (IGF/M6PR) je monomer, koji veze IGF — II s 500 puta
ve¢im afinitetom nego IGF — I. IGF — II/M6PR ne veZe na sebe inzulin. Smatra se da
veéina biologkog uginka IGF — II je ostvarena putem IGF — IR. Cetiri skupine liganda se
moze vezati na ekstracitoplazmatsku domenu IGF — II/M6PR: lizosomski enzimi koji
sadrze manoza — 6 - fosfat, IGF — II, retinoi¢na kiselina 1 aktivator receptora za
plazminogen. IGF — II/M6PR djeluje kao receptor koji lovi IGF — II te na taj nacin
regulira ulaZenje u stanicu 1 degradaciju cirkuliraju¢eg IGF — II. Poremecaj IGF — II/M6P
receptora dovodi do poviSenih koncentracija cirkulirajueg IGF — II, te povecane

porodajne teZine i organomegalije u eksperimentalnih Zivotinja (72, 73).
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1. 3.4. Ekspresija gena za IGF - 1

Preprogen za IGF — I sastoji se od Sest egzona u vecine sisavaca i nalazi se na
kromosomu 12 u ¢ovjeka. Vecina cirkuliraju¢eg IGF — I proizvedena je u jetri, uglavnom
pod kontrolom hormona rasta. Medutim, za sam rast i razvoj vazna je i ekstrahepati¢na,
autokrina 1 parakrina produkcija IGF — I. U nekim tkivima stvaranje IGF — I je pod
kontrolom drugih hormona, kao Sto su: estradiol u endometriju, gonadotropini u
gonadama, TSH u §titnoj Zlijezdi. Kodirajuca regija preprogena za IGF — 1 sa 5'i 3' kraja
ima netranslantirajuce regije koje su odgovorne za heterogenost zrelog IGF — 1. Npr., u
Stakora je nadeno nekoliko odvojenih start regija u egzonu 1. Tako Sirok raspon start
regija postoji zbog toga Sto u egzonu 1 nema promotorskih regija kao Sto su TATA ili
CAAT. Kao posljedica raznih start regija u zreloj mRNA za IGF — I mogu se naci
razlicite 5'1 3' regije. Zbog toga, u Northern analizi, zreli IGF — I ima raspon od < 1 kb pa

sve do 7.5 kb. (74-78).

1. 3.5. Ekspresija gena za IGF - 11

Ljudski preprogen za IGF — II sastoji se od 9 egzona i smjeSten je na kromosomu 11.
Prvih 6 egzona su nekodiraju¢i. U samom preprogenu prisutne su 4 promotorske regije,
od P1 do P4. Po jedan promotor je u svakom od egzona 1, 4, 5 1 6. Tijekom fetalnog
razvoja, ekspresija IGF — II je zna€ajno visa nego u odrasloj dobi. Tijekom razli¢itih
razdoblja razvoja, aktivne su razliCite promotorske regije. Tako su tijekom fetalnog
razvoja aktivne regije P2, P3 i P4, dok nakon poroda ove regije postaju manje znacajne, a
dominantna postaje regija P1. Gen za IGF — 1II je jedan od nekoliko gena za koje se zna
da imaju roditeljsku alel specifi¢nu ekspresiju. U zdravih ljudi, IGF — II je izraZzen samo
od oceve kopije gena, dok je maj¢in utisnut. IGF — II gen je lociran na kromosomu
11p15.5 u blizini H19, gena utisnutog od strane oca. Proces roditeljskog utiska je rani
dogadaj koji se odvija za vrijeme gametogeneze. Gubitak roditeljskog utiska
(imprintinga) za IGF — II gen naden je u velikog broja tumora, ukljucuju¢i Wilmsov
tumor, adenokarcinom Zeluca, karcinom pluc¢a, gliom, hepatoblastom, leiomiosarkom,

karcinom cerviksa, karcinom prostate, koriokarcinom, rabdomiosarkom, seminom i
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karcinom ovarija. Kada dode do gubitka imprintinga dolazi do bialelne ekspresije IGF —
I1, Sto rezultira prekomjernom ekspresijom ovog potentnog ¢imbenika rasta. To¢na uloga
gubitka roditeljskog utiska u samoj tumorogenezi nije jo§ potpuno jasna. U nekih tumora,
kao Sto je Wilmsov tumor, gubitak imprintinga deSava se rano u karcinogenezi. U drugih,
kao Sto je karcinom cerviksa, gubitak imprintinga deSava se mnogo kasnije u samoj
tumorigenezi. Povezanost s genom HI19, koji ima funkciju gena supresora tumora,
takoder nije potpuno jasna. U Wilmsovom tumoru, gubitak imprintiga gena za IGF — II
povezan je s smanjenom ekspresijom HI19. Medutim, takav reciprocan odnos nije

pronaden u ostalim tumorima (79-82).

1. 3. 6. Ekspresija gena za IGF - I receptor (IGF - IR)

Najvisa razina mRNA za IGF — IR je tijekom fetalnog razvoja te u ranom postnatalnom
periodu. Iako je ekspresija IGF — IR mala u odraslih, receptor je prisutan u vecine tkiva.
Ekspresija IGF — IR pojacava se tijekom gladovanja te u dijabetesu. Visoke koncentracije
IGF — I smanjuju ekspresiju IGF — IR. Promotor za IGF — IR gen nema regije TATA i
CAAT. Netranslantiraju¢a 5' regija bogata je GC bazama i sadrZi brojne Sp1 sekvence
koje potentno aktiviraju transkripciju IGF — IR gena. Transkripcija zapocinje iz jedine
start regije. Bazic¢ni ¢imbenik rasta fibroblasta (bFGF) takoder povecava razinu mRNA za
IGF — IR 1 aktivira IGF — IR promotor. Gen supresor tumora, p53 inhibira aktivnost IGF
— IR promotora te na taj nacin smanjuje ekspresiju IGF — IR. Pojacana ekspresija IGF —
IR nadena je u malignih tumora sa prisutnim poremecajima u p53. Pojac¢ana ekspresija
IGF — IR u malignim tumorima moZe pojacati odgovor na autokrine, parakrine i

cirkulirajuce IGF proteine i na taj nacin potaknuti i ubrzati rast tumora (83-86).

1. 3.7. Ekspresija gena za IGF - II receptor (IGF - IIR)
IGF — II receptor veze na sebe IGF — II i druge ligande te sadrZi lizosomski enzim
manoza 6-fosfat. Za razliku od IGF — I receptora, IGF — IIR je veliki, jednolancani peptid

koji nema intrinzi¢nu tirozin kinaznu aktivnost. Njegova primarna funkcija je transport

liganda do lizosoma Sto rezultira ili aktivacijom ili razgradnjom liganda. Vecina IGF —
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IIR smjeStena je na unutarnjoj strani membrane stanice. Vecina fizioloSke aktivnosti IGF
— II odvija se preko IGF — I receptora. Vezanje IGF — II za svoj receptor, IGF — IIR,
dovodi do aktivacije s Gi-2, veznog proteina za GTP, koji potice ulazak kalcija u stanicu.
Mig§ji gen za IGF — IIR je veli¢ine 93 kb te sadrzi 48 egzona. Gen sadrZi minimalni, ali

snazni promotor veli¢ine 222 bp ili manje (87, 88).

1. 4. Sustav inzulinu sli¢nih ¢imbenika rasta i neoplazija

Sustav inzulinu sli¢nih ¢imbenika rasta: IGF proteini, njihovi receptori 1 vezni proteini
povezani su razvojem brojnih neoplazmi. Vecina tumorskih stanica odgovara na

stimulaciju inzulinu sli¢nih ¢imbenika rasta (89).

1. 4.1. Neoplazme srediSnjeg zivfanog sustava

1. 4.1.1. Glioblastom i astrocitom

IGF — I mRNA je prisutna i u odraslom i fetalnom ljudskom mozgu. Najjaca ekspresija
IGF — I u odraslom mozgu je u ponsu, najmanja u talamusu. Koncentracije IGF — 1 su 2
— 4 puta vece u glioblastomu i astrocitomu nego u zdravom tkivu. Takoder je dokazana i
povezanost ekspresije IGF — I i histoloskog stupnja tumora. Sto je ja¢a ekpresija IGF — I
to je losiji histoloSki stupanj glioblastoma, odnosno astrocitoma. U tumora visokog
stupnja, najjaca ekspresija IGF — I nadena je u perivaskulrnom podrucju. Proliferativne
krvne Zile pokazuju jacu ekspresiju nego neproliferativne (90, 91).

Ekspresija IGF — II mRNA je izrazita u fetalnom ljudskom mozgu, dok je jedva izraZena
u odraslom. U glijalnih tumora ekspresija IGF — II je 5 — 50 puta jace izraZena nego u
zdravom fetalnom mozgu (90, 92).

IGF — I i IGF II receptor takoder su prisutni i u normalnom moZzdanom tkivu i u
glioblastomu. Nije nadena razlika u ekspresiji IGF — IR, za razliku od IGF — IIR gdje je

nadena 2 — 5 puta jaca ekspresija u tumorskom nego u zdravom tkivu (93).
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Studije in vitro i in vivo su pokazale da gliomi pozitivno odgovaraju na stimulaciju s IGF
— I'1 IGF - 1II, tako da su navedeni proteini znaajni u samoj tumorigenezi 1 daljnjem

razvoju glioma.

1. 4.1.2. Meningeom

IGF — I'i1 IGF — II prisutni su u stanicama meningeoma, kao 1 IGF — IR 1 IGF — IIR.
Studije su pokazale da stanice meningeoma odgovaraju na stimulaciju IGF proteinima.
Stimulacija IGF — IR poti¢e mitogenezu. Pojacana produkcija IGF — II u meningeomu,
posebice s niskom razinom IGFBP — 2, povezana je s agresivnim tijekom bolesti i loSom
prognozom. Taj nalaz upucuje na vaznost autokrinog stvaranja IGF — II na propagaciju
rasta tumora u samom meningeomu. S druge strane, visoke koncentracije IGFBP — 2
ponistavaju takav ucinak IGF — II, §to ukazuje na nuZnost ravnoteze izmedu IGF — II i

IGFBBP kako bi se o¢uvala homeostaza (94, 95).

1. 4.2. Gastrointestinalne neoplazme

1. 4.2.1. Karcinom kolona

U stanicama normalnog epitel kolona prisutna je IGF — I mRNA. Nivo IGF — I mRNA je
3 do 5 puta visi u 20% bolesnika s karcinomom kolona. Takoder, prisutna je IGF — II
mRNA 1 u stanicama normalnog epitel kolona, 1 u stanicama karcinoma kolona. U 40%
karcinomskih stanica, ekspresija IGF — II mRNA je povecana 10 do 50 puta. Medutim,
povecana ekspresija nadena je u karcinomima rektuma i rektosigmoida, dok u
karcinomima cekuma i sigme nije nadena povecana ekspresija IGF — II mRNA.
Ekspresija IGF — I mRNA je viSa u karcinomima viseg stadija, tako da je ekspresija vida
u stadiju Dukes C, nego u Dukes B, Sto bi moglo upucivati da je IGF — II marker
agresivnih, distalnih karcinoma kolona. Postoji pozitivna korelacija izmedu ekspresije
IGF — II mRNA i veli¢ine tumora. Dubine tumorske invazije te ubrzane proliferacije
tumora. IGF — II negativni karcinomi kolon povezani su s boljom prognozom. Takoder,

nadena je povecana ekspresija jetrenog IGF — II u bolesnika s metastazama u jetri u
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bolesnika s karcinomom kolona §to upucuje na znacajnu parakrinu aktivnost jetrenog IGF
—1I (96 —98).

Na stanicama normalnog epitela kolona 1 stanicama karcinoma kolona nalaze se IGF — I
receptori. Medutim, u veéine istraZivanja nije nadena razlika u ekspresiji receptora

izmedu zdravog i tumorskog tkiva (99).

1. 4.2.2.Karcinom zeluca

U bolesnika sa karcinomom Zeluca nadena je autokrina aktivnost IGF — II, dok u vecine
istrazivanja nije nadena ekspresija IGF — I. Medutim, na stanicama karcinoma Zeluca
nalaze se 1 IGF — I 1 IGF — II receptori. IGF — I 1 IGF — II imaju mitogeni ucinak na

stanice karcinoma Zeluca in vitro (100).

1. 4. 2. 3. Karcinom gusSterace

U stanicama karcinoma gusterace dokazano je autokrino stvaranje IGF — I, uz 30 puta
povecanu koncentraciju IGF — I u usporedbi s zdravim tkivom. U stanicama karcinom
gusterace dokazan je pojacana ekspresija i IGF — I 1 IGF — II receptora. IGF — I stimulira

rast stanica karcinoma gusterace (101, 102).

1. 4.2.4. Hepatocelularni karcinom

U stanicama hepatocelularnog karcinoma nadena je ekspresija IGF — I mRNA. Medutim,
u usporedbi sa zdravim tkivom ekspresija je relativno niska, $to se moZe objasniti
smanjenom stimulacijom od strane hormona rasta. S druge strane, ekspresija IGF — II
mRNA povecana je 40 do 100 puta u usporedbi s zdravim tkivom. U karcinomskim
stanicama nadena je i fetalna IGF — II mRNA S§to ukazuje ne dediferencijaciju tumorskih
stanica. U stanicama hepatocelularnog karcinoma prisutni su i IGF — I 1 IGF — II

receptori. IGF —I'1 IGF — II poticu rast tumorskih stanica (103, 104).
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1. 4. 3. Neoplazme Zenskog reproduktivnog sustava

1. 4.3. 1. Karcinom dojke

Stanice karcinoma dojke lu¢e IGF — I. Medutim, postoji razlika u sekreciji izmedu
estrogen ovisnith 1 estrogen neovisnih karcinomskih stanica. Estrogen neovisne
karcinomske stanice luce viSe IGF — I nego estrogen ovisne. Ekspresija IGF — II takoder
je nadena u karcinomskom tkivu. Medutim, istraZivanja sugeriraju da se IGF — I i IGF -
IT stvaraju u stromalnom tkivu koje okruZuje tumorske stanice, a ne u samim tumorskim
stanicama. Karcinomske stanice na svojoj povrsini iskazuju i IGF — I i IGF — II receptore.
U samom karcinomskom tkivu prisutni su 1 vezni proteini za IGF, i to IGFBP-2 u tkivu sa
pozitivnim estrogenskim receptorima, te IGFBP 1 i 3 u estrogen negativnim stanicama.
IGF — I'i IGF — II imaju pozitivan uc¢inak na tumorski rast in vitro i in vivo studijama.
Medutim, autokrina sekrecija IGF — I i IGF — II iz karcinomskih stanica je rijetka pa se
oba Cimbenika rasta stvaraju i luce iz stromalnog tkiva, a tako stromalno tkivo potice i
podrZava tumorski rast. S druge strane, receptori za IGF se nalaze i na karcinomskim i na
stromalnim stanica, te je pojacana ekspresija tih receptora povezana sa tumorskim rastom

(105 - 108).

1. 4.3.2.Karcinom jajnika

U tkivu karcinoma jajnika dokazan je IGF — I. U stanicama karcinoma pojaCana je
ekspresija IGF — I mRNA u usporedbi sa benignim ovarijskim cistama Sto ukazuje na
autokrinu produkciju IGF — I od strane karcinomskih stanica. Takoder je u karcinomskim
stanicama dokazana prisutnost IGF — I receptora. Nekoliko veznih proteina za IGF
nadeno je u karcinomskim stanicama: IGFBP 2, 3 i 5. IGF - I potice tumorski rast in

vitro 1 in vivo (109).
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1. 4.3.2. Karcinom endometrija

U stanicama karcinoma endometrija dokazana je prisutnost 1 IGF — 11 IGF -1l uz 7 — 20
puta povecanje koncentracije IGF — I. Na stanicama karcinoma endometrija povecana je
ekspresija IGF — I receptora. U karcinomskim stanica je izrazito sniZena ekspresija
IGFBP — 1 mRNA, dok je ekspresija IGFBP — 2, 4 1 5 jednaka kao i1 u normalnom tkivu
endometrija. IGF — I'1 IGF — II imaju pozitivan ucinak na rast i proliferaciju karcinomskih

stanica (110 — 112).

1. 4.4. Neoplazme muskog reproduktivnog sustava

1. 4.4.1. Karcinom prostate

U vecine stanica karcinoma prostate prisutan je IGF I, uz povec¢anu ekspresiju IGF — I
mRNA u stanicama agresivnog karcinoma. MiSljenja o prisutnosti IGF — II u karcinomu
prostate su podijeljena — neki radovi dokazuju prisutnost, dok drugi ne. Na povrSini
karcinomskih stanica nalazi se IGF — I receptor dok nije dokazan IGF — II receptor.
IGFBP — 1 inhibira rast karcinomskih stanica vezu¢i na sebe IGF — I te na taj nacin
onemogucava autokrini ucinak IGF — 1. Sli¢an u¢inak ima i IGFBP — 4. IGF — I ima
izrazito potentan ucinak na rast stanica karcinom prostate. Koncentracija IGF — I je
izrazito poviSena u bolesnika s karcinomom prostate u usporedbi sa zdravim osobama

(113 - 115).

1. 4.5. Neoplazme mokraénog sustava

U stanicama karcinoma bubrega i mokra¢nog mjehura dokazana je prisutnost IGF — 11

IGF - II koji in vitro 1 in vivo poticu rast tumorskih stanica (116).
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1. 4. 6. Neoplazme koStanog sustava

1. 4.6. 1. Osteosarkom

U tkivu osteosarkoma dokazana je prisutnost 1 IGF — I'1 IGF — II. Na povrsini tumorskih
stanica dokazani su IGF — I 1 IGF — II receptori. IGF — I 1 IGF — II imaju mitogeni u¢inak
na stanice osteosarkoma dok su rast i preZivljenje tumorskih stanica in vitro ovisni o

koncentraciji IGF -1 (117).

1. 4.7. KoZne neoplazme

U koZnim neoplazmama takoder su dokazani IGF — I i IGF — II te njihovi receptori. Sami
IGF imaju pozitivan u¢inak na rast tumorskih stanica melanoma i karcinom plocastih
stanica. Studije ukazuje da stanice melanoma imaju sposobnost endogenog stvaranja IGF

~1(118, 119).

1. 4.8. HematoloSke maligne bolesti

U stanicama Burkittovog limfoma, Hodgkinove bolesti i leukemi¢nim stanicama
dokazana je pojaCana ekspresija IGF — I 1 IGF — II receptora. IGF — I i II poticu rast
tumorskih stanica u Burkittovom limfomu i Hodgkinovoj bolesti. Uc¢inak na rast i
proliferaciju ovisan je o koncentraciji IGF — a. Takoder je dokazan i mitogeni u¢inak IGF

— I na maligne stanice akutne limfoblasti¢ne leukemije (ALL) (120, 121).

1. 4. 8. Neoplazme pluca

Minuto i suradnici jo§ su 1986. godine izmjerili viSestruko poviSene koncentracije IGF —
I u tkivu karcinom plu¢a u usporedbi s normalnim tkivom pluc¢a. Ista grupa autora
zakljucila je da stanice karcinom pluca imaju autokrinu ucinak putem IGF — I. IGF -1 1
IGF — 1II luCe stanice karcinoma plu¢a malih i nemalih stanica. Takoder, stanice

karcinoma pluca malih i nemalih stanica na svojoj povrsini izrazavaju IGF — 11 IGF - II
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receptore. IGF — I i IGF — II imaju pozitivan uc¢inak na rast i proliferaciju stanica
karcinom plu¢a malih 1 nemalih stanica. Na molekularnoj razini, IGF — I ima 10 do 100
puta jaci ucinak na rast tumorskih stanica u usporedbi s IGF — II ili inzulinom.
Prekomjerna ekspresija IGF — I receptora povecava metastatski potencijal karcinoma

pluéa (122 — 125).

1. 4.9. Zakljucak

Inzulinu sli¢ni ¢imbenici rasta, njihovi receptori i1 proteini koji se vezu za IGF receptore
imaju vaznu ulogu u normalnom stani¢nom i tjelesnom rastu i razvoju. Poremecaj u
navedenim molekulama 1 njthovim receptorima moze aktivirati razne mehanizme koji
mogu dovesti do razvoja karcinoma u ljudi. Inzulinu sli¢ni ¢imbenici rasta [ i II imaju
izraziti mitogeni uc¢inak koji se ostvaruje vezanjem za receptore tipa I, IGF - IR. IGF se
takoder veze visokim afinitetom za IGFBP koji prenose IGF krvotokom i reguliraju
raspolozivost IGF prema specifi¢nim receptorima.

Poremecaj bilo kojeg Clana obitelji IGF moZe doprinijeti nastanku karcinoma bilo
endokrinim, parakrinim ili autokrinim mehanizmima: IGF ligandi i IGF-I receptor putem
antiapoptotickog djelovanja, ili pak jedan drugi ¢lan ove obitelji za kojeg se moZze vezati
IGF II, manoza — 6 fosfat/IGF — II receptor (M6P/IGF — IIR) kao tumor supresor. In vitro
je dokazano, da brojni tumori pluc¢a luce IGF BP, koji aktiviraju ili inhibiraju fizioloSku i
biolosku aktivnost IGF (126, 127).

Stani¢ne linije karcinoma pluc¢a malih stanica (engl. small cell lung cancer, SCLC)
izluCuju 1 reagiraju na egzogeni IGF, §to upucuje na autokrini ucinak IGF-peptida u
proliferaciji tumorskih stanica. Dokazano je da oko 50% SCLC i oko 30% karcinoma
pluca nemalih stanica (engl. non-small cell lung cancer, NSCLC) ima aktivan gen za IGF
- II. Stanice karcinoma pluc¢a takoder izlucuju IGFBP. Ti proteini veZu na sebe IGF te
moduliraju fizioloSku, bioloSku i stani¢nu aktivnost IGF peptida. U stanicama karcinoma
pluca dokazan je gubitak roditeljskog utiska (engl. loss of imprinting, LOI) u lokusu za
IGF-1I (128 — 131).

Poremecaj gena za M6P/IGF — IIR moZe biti povezan s razvojem karcinoma pluca.

Gubitak heterozigotnosti (engl. loss of heterozygosity, LOH) gena za M6P/IGF — IIR ,
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zajedno s gubitkom funkcije preostalog alela, utvrden je u karcinomu pluéa plocastih
stanica. U jednoj stani¢noj liniji adenokarcinoma pluc¢a rezistentnoj na inhibiciju rasta
transformiraju¢im faktorom rasta § (engl. transforming growth factor 3, TGF — ), nadena
je pretvorba adenina u gvanin u egzonu 40. Konacno, osobe s gubitkom heterozigotnosti
(LOH) u M6P/IGF — IIR lokusu predisponirani su za nastanak iradijacijske ozljede
pluca. Poremecaj funkcije receptora MOP/IGF — IIR mogao bi znaCajno poremetiti

normalan stanicni rast (132 — 134).
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2. CILJ RADA T HIPOTEZA

Neki karcinomi pluca stvaraju i lue IGF - IR i IGF - II, koji stimuliraju stani¢nu
proliferaciju autokrinim mehanizmima. Ciljevi rada su istraziti da li proliferacija
karcinomskih stanica moze biti prekinuta ili usporena blokiranjem mRNA aktivnosti gena
za IGF - IR 1 IGF - II. Vode¢i raCuna o navedenim ¢injenicama, cilj ovog istraZivanja je
ispitati posljedice funkcije, odnosno disfunkcije gena obitelji IGF na ponaSanje stanica

karcinoma pluca.

Hipoteze:

1. ekspresija mRNA za IGF -1 /IGF - IR ili proteina IGF - I/IGF - IR potice stani¢nu
proliferaciju 1 smanjuje apoptozu karcinomskih stanica

2. promjene u genu za M6P/IGF - IIR poticu proliferaciju tumorskih stanica

3. povecana ekspresija IGF — II i IGF — IIR povecava aktivnost telomeraze u
karcinomu plu¢a nemalih stanica

4. poremecaj funkcije obitelji IGF potice rast stanica karcinoma pluc¢a
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3. MATERIJAL I METODE

3. 1. Ispitanici i uzorci tkiva

Analizirano je 38 uzoraka tkiva karcinoma plu¢a nemalih stanica te zdravog tkiva
pluca. Uzorci su uzimani tijekom operacije zbog karcinoma pluca u Klinci za plu¢ne
bolesti Jordanovac. Od ukupnog broja uzoraka bilo je 15 adenokarcinoma, 19
karcinoma velikih stanica 1 4 karcinoma plocastih stanica. Uzorci adenokarcinoma
dobiveni su od 11 muSkaraca (srednja dob 59 godina, raspon 42 — 72 godina) 1 4 Zene
(srednja dob 63 godine, raspon 49 —70 godina ); uzorci velikostani¢nog karcinoma
dobiveni su od 12 muSkaraca (srednja dob 56 godina, raspon 43 — 70 godina) 1 7 Zena
(srednja dob 61 godina, raspon 44 — 78 godina); te uzorci karcinoma pluc¢a plocastih
stanica dobiveni su od 4 muskarca, srednje dobi 71 godina (raspon 45 — 79 godina).

Tumorsko tkivo dobiveno tijekom operacije podijeljeno je u dva dijela. Jedan dio
uklopljen je u parafin te klasi¢no analiziran od strane patologa da bi se dobio tocan
histoloski tip i stadij karcinoma. Drugi dio tumorskog tkiva odmah je nakon resekcije
smrznut u teku¢em duSiku na - 80°C te odnoSen u Laboratorij za molekularnu
biologiju Instituta «Ruder Boskovi¢» gdje je provedena molekularno-genetska
analiza. Sve analize, osim klasi¢ne histologije radene su na smrznutom tkivu. Za
svaki uzorak karcinoma, uzorak zdravog tkiva pluca istog bolesnika koje nije direktno
povezano s tumorom, koriSten je kao kontrola za analizu gubitka heterozigotnosti 1
analizu mutacija. Parafinski blokovi bojani su hemalaun — eozinom da se potvrdi
prisustvo malignih stanica u uzroku. Svi pacijenti su prije ulaska u studiju potpisali
informirani pristanak. Studija je odobrena od strane etiCkog povjerenstva Klinike za
pluéne bolesti Jordanovac i Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta, SveuciliSta u

Zagrebu.
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3. 2. Ekstrakcija RNA i reverzna transkripcija lan¢ane reakcije polimerazom

Za ekstrakciju RNA, uzorci tkiva su homogenizirani u 1 ml otopine koja sadrzi 4 mola
gvanidin tiocinata, 25 mmola natrij citrata (pH 7,0), 5 g/l sarkozila 1 100 mmola 2-
merkaptoetanola. Reverzna transkripcija (42°C kroz 1h) ucinjena je za svu IGF RNA.
Fragmenti cDNA su slijedece velic¢ine: IGF-1, 397 bp; IGF-1R, 729 bp; B — aktin, 317bp
(135 -137).

3. 3. Imunohistokemija

Imunohistokemijski testovi karcinomskog tkiva provedeni su na tkivu uklopljenom u
parafin te fiksiranom formalinom, avidin-biotin-peroksidaza metodom. Dijelovi tkiva,
rezani su na debljinu od 4pum te uklopljeni u 10 mmola citratnog pufera (pH 6.0), a potom
toplinski obradeni u mikrovalnoj pe¢nici na 850W kroz 10 minuta. Anti - IGF - I (kozji;
50 pg/ml) (R&D Systems, Minneapolis, MN); anti — IGF — II (miSji) (Upstate
Biotechnologies, Lake Placid, NY); i anti — Ki - 67 (miSji, 10 pug/ml) (DAKO
Cytomterics, Glostrup, Denmark) monoklonska antitijela razrijedena su u omjeru 1:50 te
potom inkubirana kroz 15 — 18 h. Anti — IGF — IR (Santa Cruz Biotechnologies, Santa
Cruz, CA) razrijedena su u omjeru 1:100 te potom takoder inkubirana kroz 15 — 18 sati.
Za detekciju je koristen DAKO LSAB 2 kit (Carpinteria, CA). Za detekciju IGF — IIR
koriSteno je poliklonsko, ze¢je anti — M6P/IGF — IIR antitijelo (Zeneco, Houston, Tx). Za
detekciju je koriSten DAKO LSAB 2 kit prema uputama proizvodaca. Negativne kontrole
obiljezene su zamjenom primarnih antitijela s neimunizacijskim miSjim ili ze¢jim
imunoglobulinima. Odgovarajuce pozitivne kontrole (tkivo hemangiosarkoma za IGF — 1,
Wilmsov tumor za za IGF — 2, tkivo Stitne Zlijezde za IGF — IR, zdravo tkivo kolona za
MG6P/IGF - IIR, i limfni ¢vorovi ili koza za Ki — 67) su obojene pozitivno. Tumorske
stanice su pokazale jaku, difuzno, citoplazmatsku imunopozitivnost za IGF — I, IGF — II,
M6P/IGF — IIR 1 Ki — 67, te citoplazmatsku i fokalnu membransku reaktivnost za IGF —
IR. Intenzitet bojanja procijenjen je subjektivno te oznacen kao: negativno - 0, slabo - 1,

umjereno — 2 1 jako - 3.
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3. 4. Analiza gubitka heterozigotnosti i detekcija mutacija u M6P/IGF - IIR

Za analizu gubitka heterozigotnosti 1 analizu mutacija u genu za M6P/IGF — IIR
koriStena su dva genska polimorfizma koji se nalaze zajedno u 3' netranslantiranoj regiji
ljudskog gena za MO6P/IGF-II receptor. Koriste¢i lanCanu reakciju polimeraze (engl.
polymerase chain reaction, PCR) za umnoZavanje DNA, utvrdena je frekvencija gubitka
heterozigotnosti. Jedna polimorfna regija je ponavljajuca dinukleotidna (GT) sekvenca, a
druga polimorfna regija je tetranukleotidna (ACAA) insercija/delecija na kraju 5'
ponavljajue GT- sekvence. Zajedno ovi polimorfizmi ¢ine opaZenu heterozigotnost od
oko 65%. Normalne i obrnute PCR pocetnice (engl. PCR primers) koje su koriStene jesu
(5' - TTGCCGGCTGGTGAATTCAA - 3" 1 (5' - CTCTTCAGGTTCTCATGATA - 3).
Gubitak alela je definiran kao 50% ili viSe smanjene odnosa izmedu dva alela u
tumorskom tkivu u usporedbi sa zdravim tkivom.

U tumorima s gubitkom heterozigotnosti u jednom lokusu M6P/IGF-2R, preostali alel
analiziran je za mutacije u regiji koja veze ligand koriste¢i direktno sekvenciranje
produkata lan¢ane reakcije polimeraze. Za mutacije su pretrazivani egzoni 8 — 11, egzoni

27 - 29, egzon 31, egzoni 33 i 34 te egzoni 37 — 39 (138).

3. 5. Kultivacija stanica karcinoma pluéa: stani¢na proliferacija, apoptoza i
aktivnost telomeraze nakon blokiranja IGF - IR monoklonim

antitijelima

Stanice su ¢uvane u T — 75 boc¢icama u RPMI 1640 mediju oboga¢enom s 10% govedim,
fetalnim serumom i 5% ljudskim serumom, 1% glutaminom, te 20 mM HEPES - a.
Tumorske stanice su kultivirane u jednom sloju. Za specifi¢ne analize tumorske stanice
su presadene u tanjurice s 96 udubljenja (2 x 10° stanica/udubina za MTT test koji
procjenjuje stani¢nu proliferaciju; 2 x 10° stanica/udubina za testove za procjenu
apoptoze i aktivnosti telomeraze) i inkubirane kroz 4 dana u RPMI mediju (0.1% govedi
serumski albumini, 5 pg/ml transferina, 5 ng/ml selenske kiseline i antibiotici) sa 1000
ng/ml alR3 monoklonski antitijela (AMS Biotechnology,LLugano, Switzerland). Na kraju

inkubacije provedeni su MTT test i testovi za procjenu apoptoze i aktivnosti telomeraze.
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Za procjenu uéinka IGF — I na aktivnost telomeraze, 5 x 10’ presadeno je u udubine
koriste¢i tanjuri¢e s 24 udubine. Potom su stanice uzgajane do 70% spajanja te stavljene
u medij bez seruma. Nakon 10 sati tretirane su s 10, 100 1 1000 ng/ml IGF — I kroz 24

sata. Pokus je raden dva puta.

3.6. MTT - analiza

Za procjenu proliferacijske sposobnosti tumorskih stanica odreden je broj stanica
koriste¢t MTT test redukcije boje. Absorbanca je mjerena na 570 nm koriste¢i ELISA-
¢ita¢ (Multiscan MS; Labsystems, Franklin, MA). Rezultat je izraZen kao postotak

smanjenja stani¢nog rasta u usporedbi s netretiranim kontrolnim stanicama.

3.7. Analiza apoptoze

Apoptoza je analizirana koriste¢i FACScan. Fiksirana su dva milijuna stanica po uzorku s
2% paraformaldehidom u fosfatom puferiranoj otopini soli. Potom su dva puta oprani s
otopinom soli puferiranom Trisom (50 mmola Tris HCL u otopini soli) te
permeabilizirani kroz 1 minutu s ledeno hladnim acetonom. Stanice su bojane
inkubiranjem kroz 1 h na 37°C u 25ul TUNEL reakcijske mjeSavine (in situ Cell Death
Detection Kit; Boehringer, Manheim, Njemacka). Uzorci su potom analizirani koristec¢i

FACScan (Becton Dickinson, Erembodegan-Aalst, Belgija) (139).

3. 8. Analiza telomeraze

Za analizu enzima telomeraze koriSteni su komercijalni telomeraza PCR ELISA kit
(Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN) prema protokolu izdanom od strane
proizvodaca. Absorbanca od 450 nm ocitavana je sa ELISA citacem (Multiscan MS).
Stanice su lizirane te je odredena koncentracija proteina koriste¢i test po Bradfordu. Dva
mikrograma proteina uzeto je za svaku PCR telomeraze. Analiza telomeraze radena je

koristeci pozitivne i negativne kontrole specificirane u samom kitu (140, 141).
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3. 9. Statisticka analiza

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (SD). Za usporedbu
rezultata izmedu dvije grupe tumorskog tkiva koristen je Studentov t — test (SAS/Stat). Za
statisticku znacajnost koriStena je p vrijednost manja od 0.01. Box — Whiskerovi plotovi
kreirani su u bazi€énom modu programa Statistica. Odnos izmedu apoptoze i statusa IGF-
gena analiziran je Wilcoxonovim testom. Odnos izmedu aktivnosti telomeraze i IGF — 1

procijenjen je Pearsonovim korelacijskim koeficijentom.

4. REZULTATI

U svih 38 uzoraka tumorskog tkiva nadena je povecana ekspresija IGF — I proteina,
mRNA za IGF - I, IGF - II proteina, mRNA za IGF — II, IGF - IR, te mRNA za IGF —
IIR. Odnos izmedu ekpresije IGF — I, IGF — I i IGF — IR prikazan je prema podtipovima

karcinoma plu¢a nemalih stanica.

4. 1. Karcinom plu¢a velikih stanica i adenokarcinom

4. 1.1. Odnos ekspresije IGF — I/IGF - IR proteina i mRNA i apoptoze

Povezanost izmedu povecane ekspresije proteina IGF — I proteina (p = 0.09869) te IGF —

IR (p = 0.02731) i smanjenog broja apoptoti¢kih stanica nadena je u uzorcima

adenokarcinoma raznih stadija (slika 4.1., tablica 4.1.)
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Slika 4.1. A i B. Odnos izmedu ekspresije proteina IGF — I (slika A) i IGF — IR (slika B)

1 ucestalosti apoptoze u adenokarcinomu pluca (ekspresija proteina ucinjena je

imunohistokemijskom analizom, 0 — negativno, 4 najjace bojenje)
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Tablica 4. 1. Ekspresija IGF — I, IGF — IR i apoptoza u raznim stadijima adenokarcinoma

pluca

IGF -1 IGF - IR

Bolesnik TNM stadij Protein* mRNA**  Protein* mRNA**  Apoptoza (% )***

60
14
4

11
5

30
+ 25
- 29
+ 17
12
47
11
7

9

15

II
I
I
I
II
I
I
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(91

* imunohistokemija
** 4+ prisutno, - odsutno

*** postotak apoptotickih stanica u pojedinom uzorku
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Takoder je nadena statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu apoptoze i ekspresije

IGF — I mRNA (p = 0.03578) te ekspresije IGF — IR mRNA (p = 0.02731). (Slika 4. 2.)
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Slika 4. 2. Odnos izmedu IGF — I (slika A) i IGF — IR (slika B) mRNA ekspresije i

ucestalosti apoptoze u adenokarcinomu pluca (s 1 su oznaceni uzorci negativni za IGF —

I/IGF — IR mRNA; s 2 su oznaceni uzorci pozitivni za IGF — I/IGF — IR mRNA)
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Razine receptora i IGF — I, mjerene ekspresijom proteina, pokazale su jednaki intenzitet u
ve¢ine uzoraka adenokarcinoma. Nije nadena povezanost izmedu stadija tumora i
ekspresije proteina, mRNA ili apoptoze (tablica 4. 1).

Sli¢ni rezultati su nadeni i u skupini 19 karcinoma pluca velikih stanica. Visoka razina
IGF — I (p = 0.00887) 1 visoka ekspresija IGF — IR (p = 0.0272) smanjuju apoptozu
karcinomskih stanica i1 pozitivno koreliraju s proliferacijskim indeksom izmjerenim

putem ekspresije Ki — 67 proteina (tablica 4. 2, slika 4. 3).

Tablica 4. 2. Odnos stupnja apoptoze i ekspresije proteina IGF — I, IGF — IR i Ki67 u

bolesnika s velikostani¢nim karcinomom

Bolesnik TNMstadij IGF -1 IGF -1IR apoptoza (%) Ki-67
1 1A 3 3 6 2
2 1A 3 3 8 3
3 I 3 3 11 2
4 A 3 3 12 3
5 I 3 3 18 3
6 I 3 3 25 2
7 A 2 3 9 2
8 A 2 3 10 3
9 I 2 3 13 3
10 A 2 3 17 2
11 I 2 2 19 3
12 I 2 2 27 1
13 I 1 2 19 2
14 I 1 1 33 2
15 A 1 2 48 1
16 A 1 2 68 1
17 I 0 2 32 1
18 I 0 3 39 1
19 I 0 0 55 3
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Slika 4. 3. Odnos izmedu IGF — I i1 IGF - IR i apoptoze u velikostanicnom karcinomu

pluca (imunohistokemijska analiza; 0 — negativno, 4 — najjace bojenje)

51



4. 1. 2. Analiza gubitka heterozigotnosti i mutacije M6P/IGF - IIR

Analizirano je 15 adenokarcinoma i odgovarajucih zdravih tkiva. Deset uzoraka zdravog
tkiva je heterozigotno za dva polimorfna markera u genu za M6P/IGF — IIR, a u ¢etvero
od njih (40%) naden je gubitak heterozigotnosti (LOH) u lokusu za M6P/IGF — IIR

odgovaraju¢eg tumorskog uzorka (tablica 4. 3).

Tablica 4.3. Ekspresija IGF — II proteina i mutacije gena za M6P/IGF — IIR u

adenokarcinomu pluca

Bolesnik TNM stadij IGF -II* LOH tip mutacije u genu Ki-67*
za M6P/IGF-IIR
11 IA 3 Da G:C — C:G transverzija 3
nukleotid 4033
GGT u CGT u egzonu 27/28
Gly 1,296 — Arg
6 II 2 Da G:C — A:T tranzicija 3
nukleotid 4999
GCC u ACC u egzonu 34
Ala 1,618 — Thr
8 II 3 Da G insercija u poli G regiju 3
u egzonu 28
nukleotidi 4089 — 4096
1 I 3 Da G:C — AT tranzicija 3
nukleotid 4999
GCC u ACC u egzonu 34
Ala 1,618 — Thr
15 A 0 Ne Divlji 2
12 1A 1 NU Divlji 2
13 1A 2 Ne Divlji 2
14 1A 2 Ne Divlji 1
4 I 2 Ne Divlji 2
7 I 3 NU Divlji 3
9 I 1 NU Divlji 2
10 I 1 NU Divlji 2
5 I 1 NU Divlji 1
2 I 2 Ne Divlji 3
3 I 1 Ne Divlji 1

*imunohistokemijska analiza
NU — nije u¢injeno
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Preostali alel u cCetiri uzorka s LOH ispitivano je za mutacije u veznoj regiji za ligand
gena za MOP/IGF — IIR. U dva alela nadena je GCC u ACC mutacija u egzonu 34, §to je
rezultiralo u zamjeni alanina treoninom na mjestu 1618. U jednog alela nadena je GGT u
CGT mutacija u egzonu 27 §to je rezultiralo zamjenom glicina argininom na mjestu 1296,
dok je u jednog nadeno umetanje gvanina u poli — G ponavljajucu regiju egzona 28
(nukleotidi 4089 — 4096) (Tablica 4.3.).

U preostalih pet uzoraka tumorskog tkiva nije nadena heterozigotnost alela za M6P/IGF —
IIR, kao i u tumorskim uzorcima tkiva u kojima u odgovaraju¢em zdravom tkivu nije
nadena heterozigotnost alela za M6P/IGF — IIR.

Nije nadena povezanost gubitka heterozigotnosti i mutacija sa stadijem tumora. Medutim,
koli¢ina IGF — II proteina i proliferacijskog indeksa (Ki -67) bila je najviSa u tumorima s
gubitkom heterozigotnosti u jednom alelu s istovremenom tockastom mutacijom u
drugom alelu. Nasuprot tome, u tumorima bez gubitka heterozigotnosti i mutacije nadene

su niZe vrijednosti IGF — II proteina i proliferacijskog indeksa (Ki — 67).

4. 2. Karcinom pluéa plocastih stanica

4. 2. 1. Odnos izmedu ekspresije M6P/IGF — IIR proteina, apoptoze i mutacija
u genu za M6P/IGF - IIR

U sva Cetiri uzorka karcinom pluca plocastih stanica nadena je izrazito visoka
imunohistokemijska reaktivnost za IGF — II i IGF — IIR. U sva Cetiri uzorka naden je
gubitak heterozigotnosti u jednom alelu i mutacija u drugom alelu za M6P/IGF — 1IR

(tablica 4. 4.).
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4. 2. 2. Ucinak blokirajuceg protutijela za IGF — I receptor na proliferaciju

karcinomskih stanica i apoptozu

Od sva cetiri uzorka karcinoma pluca plocastih stanica nacinjene su kulture stanica. U

pokusu je koriSteno monoklonsko antitijelo aIR3 koje blokira vezno mjesto IGF — I

receptora kako bi se ispitalo da li blokiranje receptora utjece na proliferaciju i apoptozu

karcinomskih stanica. Proliferacija stanica se izrazito smanjila nakon blokiranja IGF — I

receptora (za 70 — 95%), dok je istovremeno doSlo do porasta apoptoze (za 44 — 70%)

(Tablica 4.4.).

Tablica 4.4. Ekspresija proteina, IGF — II i IGF — IR, status gena za M6P/IGF — IIR,

odgovor na IGF — IR monokolonsko antitijelo u bolesnika s planocelularnim karcinomom

pluca

Bolesnik Dob Spol TNM stadij IGF-II IGF-IR  MFP/IGF-IIR LOH/mutacije

inhibicija rasta* (%) apoptoza**
(prije/poslije)

M

II

1A

IIA

3

3

C:G — A:T transverzija s 95
stvaranjem alternativnog
5'reznog mjesta u intronu 40

G:C — T:A transverzija 88
nukleotid 4493

GGCUu GTC u egzonu 31

Gly 1,449 — Val

Poremecaj sekundarne strukture

Proteina

G:C — A:T transverzija 91
nukleotid 4638

GGG U GAG u egzonu 31

Gly 1,464 — Glu

Poremecaj sekundarne strukture
Proteina

C:G — A:T transverzija s 70
stvaranjem alternativnog 5'
reznog mjesta u intronu 40

5/70

11/53

3/44

20/69

* nakon tretmana s alR3 monoklonskim antitijelom
** prije 1 nakon aIR3 monoklonskim antitijelom
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4. 2.3. Modulacija aktivnosti telomeraze putem sustava IGF — I/IGF - IR

U sve cetiri primarne kulture stanica karcinoma pluca plocastih stanica analizirana je
aktivnost telomeraze. U¢inak IGF — I na aktivnost telomeraze prikazana je na slici 4. 4.
Pokazalo se da je relativna aktivnost telomeraze ovisna o dozi IGF — I: jaca aktivnost
zabiljeZena je u ispitanika 1 — aktivnost se povecala sa 100% na 300% s povecanjem doze
IGF — I dodanog kulturi stanica. U preostala tri ispitanika aktivnost se povecala s
dodavanjem najviSe koncentracije IGF — I (1000 ng/ml) na 240, 190 i 150%. Suprotno je
primijeceno nakon Sto je kulturi stanica dodano aIR3, monoklono antitijelo koje blokira
aktivnost IGF — I receptora. Prije dodavanja aIR3 srednja aktivnost telomeraze je bila
280%, dok se nakon dodavanja protutijela aktivnost telomeraze smanjila na 100%.

Rezultati su statisticki znacajni (p = 0.03122) (slika 4. 5.).

350 - y = 92.5x + 13.333
R? = 0.0939

300 ‘!”jiiﬁzzzk———_
250
relativna aktivnost |/

00

telomeraze (%) 2 /i
150 /
100 +—

50

10 100 1000

IGF -1 (ng/mL)
Slika 4. 4. Modulacija aktivnosti telomeraze s IGF — I u planocelularnom karcinomu

pluc¢a. Aktivnost telomeraze je odredivana nakon inkubacije s 10, 100 i 1000 ng/mL IGF
— I kroz 24 h.
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Slika 4. 5. Inhibicija aktivnosti telomeraze u planocelularnom karcinomu pluca s

monoklonskim antitijelom aIR3.
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5. RASPRAVA

Inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta - I koji luce ili tumorske stanice ili stanice zdravog tkiva
ima znacajnu ulogu u samoj tumorigenezi djelujuci na proliferaciju, rast te metastaziranje
tumorskih stanica u brojnim tumorima, pa tako i u karcinomu pluca. Vecina u¢inka IGF —
I na tumorske stanice ostvaraje se preko IGF — IR c¢ija je aktivacija odgovorna za
pozitivan ucinak IGF — I na rast i proliferaciju tumora (142, 143). Miyamoto i suradnici
su pokazali da je visoka koncentracija cirkuliraju¢eg IGF — I 1 smanjena razina IGF —
BP3 povezana s povecanim rizikom od razvoja karcinoma plu¢a (144). U stanicama
karcinoma pluca koje pokazuju prekomjernu ekspresiju IGF — IR, inhibicija fosforilacije
IGF - IR i smanjene rasta tumorskih stanica moZe se posti¢i inhibicijom vezanja IGF — I
na IGF — IR. IGF — I i IGF — II poti¢u stvaranje i luenje metaloproteinaza iz stanica
karcinoma pluca te na taj nacin poticu invazivnost samog tumora. DosadaSnja istraZivanja
na karcinomskim satnicama plu¢a in vitro ukazuju na znacaj IGF sustava u razvoju
karcinoma pluca (145, 146).

Klju¢nu ulogu u supresiji tumorskog rasta ima poticanje apoptoze u tumorskim stanicama
kao odgovor na poremecenu ekspresiju tumorskih onkogena. Inhibicija apoptoze dovesti
¢e do prekomjernog i ubrzanog rasta tumorskih stanica. Tim mehanizmom, inhibicijom
apoptoze, IGF sustav potiCe tumorigenezu u karcinomu pluca, kao Sto je in vitro
pokazano u karcinomu plu¢a nemalih stanica (147). Na slican nacin, simultana inhibicija
IGF — IR 1 c-kita u kulturama karcinom plu¢a malih stanica in vitro dovela je do
smanjenja proliferacije te poticanja apoptoze tumorskih stanica (148).

Min i suradnici su genetski blokirali tumorski rast in vitro, tako Sto su inficirali tumorske
stanice rekombinantnim adenovirusom s genom koji je kodirao skracene IGF — IR. Takvi
oSteceni IGF — IR doveli su supresije tumorskog rasta in vitro 1 in vivo, potaknuli su
apoptozu u tumorskim stanicama, te blokirali proliferaciju tumorskih stanica induciranu s
IGF - 11 IGF - II (149).

Dodatno, epidemioloski podaci ukazuju da poviSena razina IGF — I povecava rizik od

razvoja karcinoma pluca i ostalih karcinoma (150).
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Funkcionalan IGF — IR ima znacajnu ulogu u transformaciji stanica iz normalnih u
tumorske. Dokaz tome je eksperiment koji je pokazao da stanice koje na povrSini nemaju
IGF - IR nisu podlegle transformaciji bez obzira na prekomjernu ekspresiju antigena SV
40 T, aktivirani ras onkogen, te stimulaciju s epidermalnim faktorom rasta. U tim
kulturama doslo je do povecanja razine IGF — I nakon stimulacije s SV 40 T antigenom i
epidermalnim faktorom rasta no takve stanice, bez izrazaja IGF — IR na povrSini nisu
zapocele transformaciju. Ovaj eksperiment je takoder dokaz za vaznost autokrine
sekrecije IGF proteina iz samih stanica, te samopoticanja tumorigeneze. Drugi vaZan
eksperiment koji je pokazao ulogu IGF — IR receptora u rastu i razvoju normalnih i
tumorskih stanica su proveli Seely i sur. Oni su pokazali da embrijski fibroblasti dobiveni
iz mi§jih IGF — IR knock — out embrija ne rastu i ne proliferiraju nakon dodavanja
¢imbenika rasta (151).

Rezultati ovog rada ukazuju na vaznost inzulinu slicnih ¢imbenika rasta, njihovih
receptora i veznih proteina u patogenezi karcinoma plu¢a. Razumijevanje uloge i
mehanizma djelovanja IGF sustava u razvoju, rastu i progresiji karcinoma pluca
napreduje. Autokrina stimulacija IGF — IR od strane IGF — I i1 IGF — II proteina dokazana
je u nekim tumorima epitelnog porijekla, kao $to je karcinom kolona, te u karcinomu
pluca (126, 152, 153). Sli¢ni ucinak IGF sustava dokazan je i u hemangiopericitomu te
karcinomu zeluca (136, 137, 154).

U stanicama karcinoma plu¢a velikih stanica, stanicama adenokarcinoma i plocastim
stanicama nadena je povecana razina IGF — I i IGF — I receptora uz istodobno smanjen
broj apoptotic¢kih stanica. Takoder, dokazana je i pozitivna korelacija izmedu poviSene
ekspresije mRNA za IGF — I 1 IGF — IR i1 smanjenog broja stanica u kojima je u tijeku
apoptoza Sto upucuje da aktivacija IGF — IR smanjuje apoptozu stanica karcinoma pluc¢a
te tako potice rast tumora. Takoder, osim pozitivne korelacije ekspresije IGF — I i IGF —
IR sa smanjenjem apoptoze nadena je i pozitivna korelacija ekspresije istih molekula s
povecanjem proliferacije karcinomskih stanica. Podaci ovog rada sugeriraju da aktivacija
IGF sustava, mjerena ekspresijom IGF — I, IGF — II, IGF - IR te ekspresijom njihovih
mRNA potice tumorski rast tako Sto potice proliferaciju uz istodobnu inhibiciju apoptoze

tumorskih stanica karcinoma plu¢a nemalih stanica.
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U tkivima adenokarcinoma i velikostani¢nog karcinoma stupanj proliferacije i apoptoze
proporcionalan je stupnju ekspresije IGF — I 1 IGF — IR. U tkivima sa jacom ekspresijom
IGF - 11 IGF — IR proliferacija je jaCe izraZzena dok je udio apoptotickih stanica manji.
Takoder, u tkivima s pozitivnom ekspresijom IGF — I mRNA i IGF — IR mRNA apoptoza
je slabije izraZena.

Nije dokazana razlika u ekspresiji IGF sustava s obzirom na histoloSki tip tumora. Svi
tipovi nemalih stanica koji su istrazivani (adenokarcinom, velikostani¢ni karcinom,
planocelularni karcinom) pokazuju podjednaku ekspresiju IGF — I, IGF — Il i IGF — IR.
Takoder, nije nadena povezanost izmedu ekspresije IGF — I, IGF — IR te apoptoze
tumorskih stanica i stadija karcinoma plu¢a prema TNM klasifikaciji.

U ovom radu nije direktno dokazana autokrina sekrecija i stimulacija IGF sustava, ve¢ je
dokazana povecana razina IGF — I i IGF - II proteina, te ekspresija IGF — IR u
karcinomskim stanicama. Kako su dva klju¢na indikatora fenotipa transformiranih stanica
dokazana ovim istraZivanjem (povecana proliferacija i smanjena apoptoza), moze se
zakljuciti da IGF - I, IGF — I i IGF — IR imaju ulogu u razvoju i rastu karcinoma pluca.
Molekularni mehanizam koji dovodi do povecanja ekspresije ovih molekula nije poznat.
Do sada je samo pokazana amplifikacija IGF — IR lokusa u malom broju uzoraka
karcinoma dojke 1 melanoma (155).

Za razliku od IGF — IR ¢ijom aktivacijom dolazi poticanja tumorigeneze, MO6P/IGF — IIR
aktivira inhibitor rasta tumora TGF — B te vezanjem na sebe smanjuje koncentraciju i
ucinak IGF —II (156). Vezanje IGF — II i M6P/IGF — IIR rezultira s razgradnjom IGF — I1
te na taj nac¢in onemogucava aktivaciju IGF — IR. Poreme¢aj M6P/IGF — II receptora
moZze pridonijeti razvoju 1 rastu tumora. U brojnim tumorima dokazana je mutacija
M6P/IGF — 1IR, ukljucuju¢i 1 planocelularni karcinom pluca (126, 132). Oba
mehanizma, aktivacija TGF — f3, te smanjenje koncentracije IGF — II ukazuju na tumor —
supresorsku ulogu M6P/IGF — IIR.

U cetiri uzorka tkiva od 15 adenokarcinoma naden je gubitak heterozigotnosti alela i
mutacije gena za M6P/IGF — IIR. Takoder, u Cetiri uzorka planocelularnog karcinoma
nadene su mutacije gena za taj receptor. U tkivima adenokarcinoma nadena su tri tipa
mutacija koje dovele do gubitka heterozigotnosti: G:C u C:G transverzija, G:C u A:T

tranzicija te insercija G u poli — G regiju. Sva tri tipa mutacija rezultirala su promjenom
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strukture MOP/IGF — 1II receptora te njegovom disfunkcijom. U tkivima planocelularnog
karcinoma nadena su takoder tri tipa mutacija u genu za M6P/IGF — IIR: C:G u A:T
transverzija, G:C u T:A transverzija te G:C u A:T tranzicija. Ove mutacije su takoder
dovele do poremecaja u strukturi receptora te posljedi¢ne disfunkcije. U tkivima s najjace
izrazenom ekspresijom IGF — II i/ili IGF — IR nadene su mutacije i gubitak
heterozigotnosti gena za MOP/IGF — IIR.

Rezultati rada pokazuju da klju¢nu ulogu u razvoju karcinoma pluca ima bioraspoloZivost
IGF proteina jer su promjene u samom genu (LOH i mutacije) nadene u tkivima s
najjacom ekspresijom IGF — II i IGF — IR. Mutacije su nadene u oba alela ovog gena
supresora tumora, $to je u skladu s Knudsonovom hipotezom dvostrukog pogotka.
Gubitak anti — onkogene aktivnosti, te posljedi€na neoplasti¢na transformacija stanica je
u skladu s ranijim istrazivanjima (157).

Telomere su genski segmenti koji se nalaze na krajevima kromosoma. Uloga telomeraza
je da Cuvaju i Stite krajeve kromosoma. Nacinjene su od ponavljaju¢ih segmenata DNA.
DNA polimeraza ne moZe replicirati telomere. Kao posljedica nemogucnosti replikacije
krajeva kromosoma dolazi do postupnog skraéenja krajeva kromosoma, starenja i u
konacnici smrti stanice. Telomeraze su enzimi koji dodaju segmente telomera na krajeve
kromosoma koriste¢i RNA matricu te na taj nacin spreCavaju skracenje kromosoma i
starenje stanica (158).

Prisutnost telomeraza u ljudskim karcinomskim stanicama nuZna je za beskonaCnu
proliferaciju tumorskih stanica. Progresivno skracenje telomera i aktivacija telomeraza je
jedan od klju¢nih mehanizama u odrZanju strukturnog integriteta kromosoma, stani¢ne
besmrtnosti 1 progresije tumora. Aktivacija telomeraza dokazana je u brojnim tkivima
ljudskih karcinoma (159).

Ponasajuci se u skladu s onkogenima i mutiranim genima supresorima tumora, ekspresija
telomeraza povezana je s malignim fenotipom. Telomeraze su nadene u viSe od 90%
ljudskih karcinoma, te su 50 — 80% aktivnije nego u normalnim stanicama.

Ovo istrazivanje pokazalo je povecanu telomeraza u Cetiri uzorka tkiva planocelularnog
karcinoma plu¢a. Taj nalaz ukazuje na nuZnost tog enzima za odrZanje malignog

fenotipa.
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Kako je aktivacija telomeraza nuzna za stani¢nu besmrtnost i posljedi¢nu tumorigenezu,
blokiranje aktivnost telomeraze moglo bi predstavljati potencijalni terapijski cilj. Brojni
radovi opisuju takav pristup.

Medutim, u ovom radu koriSten je alternativni pristup. U sva Cetiri uzorka dokazana je
povecana aktivnost telomeraze. Aktivacijom IGF — IR receptora s IGF — I dolazi do
povecanja aktivnosti telomeraze. Stostruko povecanje koncentracije IGF — I (s 10 ng/mL
na 1000 ng/mL) dovodi do povecanja aktivnosti telomeraze za 300%. Kako je dokazana
povecana aktivnost telomeraze, te je takoder dokazana povecana ekspresija IGF — IR u
stanicama planocelularnog karcinoma pluca, blokadom IGF — IR trebalo bi do¢i do
smanjena aktivnosti telomeraze. Nakon inkubacije tumorskog tkiva s monoklonskim
antitijelom alR3 doSlo je do smanjenja prosjecne aktivnosti telomeraze s 280% na 100%
Sto je statisticki znacajno (p = 0.03122). Blokadom IGF — IR doSlo je do smanjenja
aktivnosti telomeraze pa zbog toga blokada IGF — IR predstavlja zanimljiv potencijalan
terapijski cilj. Rezultati sugeriraju da je jedan od mehanizama razvoja, rasta i progresije
planocelularnog karcinoma plu¢a ovisan o IGF - I/IGF - IVIGF - IR sustavu.
Amehanizam kojim aktivirani IGF — IR ostvaruje svoj ucinak je aktivacija telomeraze.
Medutim, intermedijarne molekule, koje povezuju IGF — IR te gene za telomerazu nisu
poznate pa su potrebna daljnja istrazivanja. Vjerojatni mehanizam ide preko
fosfatidiliinozitol — 3 — fosfata (IP3) i NFxB sustava, $to sugeriraju radovi na kulturama
karcinoma plu¢a malih stanica 1 kulturama multiplog mijeloma (160, 161).

Rezultati rada ukazuju da je na povrsini stanica karcinoma plu¢a nemalih stanica prisutna
prekomjerna ekspresija IGF — I, IGF — 1II, 1 IGF — IR, §to ukazuje na znacaj IGF sustava u
razvoju i rastu karcinoma pluc¢a nemalih stanica. Dodatno, promjene u genu za M6P/IGF
— IIR mogu doprinijeti tumorigenezi. U radu je dokazano da poremecaj samog M6P/IGF
—IIR , koji ima djelovanje gena supresora tumora, dodatno doprinosi tumorigenezi. Jedan
od mehanizama kojim IGF sustav potice rast i razvoj tumora je aktivacija telomeraze.

U patogenezi karcinoma pluca, kao 1 drugih solidnih tumora, sudjeluju brojni regulatorni
mehanizmi. Unazad desetak godina, bazi¢na i klini¢ka istaZivanja doprinijela su boljem
razumijevanju tih mehanizama. Danas su uveliko poznati molekularni mehanizmi brojnih
genetskih 1 epigenetskih promjena, autokrine stimulacije rasta, imunosupresije

uzrokovane samim tumorom, te poremecaja u angiogenezi. Razumijevanje mehanizama
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te otkrice molekula koje sudjeluju u razvoju navedenih promjena omogucuju koristenje
tih molekula kao prognostickih i prediktivnih ¢imbenika. Tako je poznato da prekomjerna
ekspresija ili nedostatak nekih molekula doprinosi 10§ijoj prognozi bolesnika, te moze
predvidjeti ¢ak i u€inak terapije Sto omogucava primjenu odgovarajuce ciljane terapije u
bolesnika s poremec¢ajem pojedinih molekula.

Tako na primjer, bolesnici s karcinomom plu¢a koji imaju mutaciju gena supresora
tumora p53 imaju loSiju prognozu. Medutim, mutacija gena supresora tumora p53
pokazuje bolji odgovor na kemoterapiju temeljenu na platini, te na radioterapiju (162).
Sli¢ne prediktivne 1 prognosticke vrijednosti imaju 1 drugi brojni geni supresora tumora
kao Sto su K — ras, Rb, p27/Kip, potom proto — onkogeni kao $to su erbB1/EGFR,
erbB2/HER2, bcl — 2,te brojni drugi faktori rasta, citokini te imunomodulatori (162).
Same navedene molekule i mehanizmi u kojima sudjeluju predstavljaju znacajan
potencijalan terapijski cilj u bolesnika s karcinom. Tako su danas u klinickoj primjeni
prisutni takozvani 'pametni' lijekovi koji ciljano blokiraju pojedine molekule i njihove
receptore te na taj nacin zaustavljaju rast i progresiju tumora. Najznacajniji u klinic¢koj
primjenu su herceptin, blokator HER?2 receptora koji se primjenjuje u lije¢enju karcinoma
dojke, te dva blokatora receptora za epidermalni faktor rasta, gefitinib i erlotinib, koji se
uspjeSno primjenjuju u lijeCenju karcinoma pluc¢a nemalih stanica.

Prepoznavanje molekula koje sudjeluju u tumorigenezi, potaknulo je brojna istrazivanja o
ne samo prognostickoj, ve¢ 1 prediktivnoj vrijednosti bioloSkih markera. Moguc¢nost
procijene ucinkovitosti pojedinih lijekova predstavlja znacajan doprinos individualizaciji
1 planiranju terapije prema svakom bolesniku.

Prepoznavanje prognosti¢kih i1 prediktivnih bioloSkih markera predstavlja napredak i
pomjenu u poimanju staginga samih karcinoma. Tako ¢e osim samog kirurSko -
histoloSkog odredivanja stupnja proSirenosti tumora biti potrebno odrediti i «molekularni
staging» koji ¢e doprinijeti primjeni odgovarajuce, po moguc¢nosti ciljane terapije.
Rezultati ovog rada, kao 1 brojna istrazivanja do sada, sugeriraju vaznost IGF sustava u
patogenezi karcinoma, ukljucujuci i karcinom pluca. Potrebna su daljnja istraZivanja kako
bi se odredila to¢na pozicija IGF sustava u samoj patogenezi, te medudjelovanje IGF
sustava s ostalim molekularnim mehanizmima koji sudjeluju u patogenezi karcinoma

pluéa. Takoder su potrebna daljnja istraZivanja kako bi se odredile prognosticke i
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prediktivne vrijednosti IGF sustava i njegovih pojedinih komponenti u bolesnika s
karcinom pluca.

Za sada, modulacija IGF 1 GH sustava ostaje zanimljiv eksperimentalan terapijski cilj.
Blokadom IGF sustava moZe se utjecati na rast i razvoj tumora. Prakticki bilo koji dio
GH/IGF sustava predstavlja potencijalni terapijski cilj, od razine hipotalamusa i hipofize
do samih receptora na ciljnim tkivima.

Antagonisti GHRH su u eksperimentalnim modelima uspje$Sno smanjili autokrinu i
parakrinu sekreciju IGF — I i IGF — II djeluju¢i direktno na tumorsko tkivo. Antagonisti
GHRH mogu utjecati na IGF sustav direktno i indirektno. Indirektni mehanizam je
blokadom lu¢enja GHRH iz hipotalamusa, a direktni ucinak se ostvaraju u tumorskom
tkivu (143).

Analozi somatostatina, blokatora lu¢enja hormona rasta iz hipofize, takoder su dokazali
svoju ucinkovitost in vitro. Antineoplasti¢na aktivnost analoga somatostatina se ostvaruje
putem smanjenja lu¢enja hormona rasta u hipofizi, te inhibicije stvaranja IGF — I (143).
Takoder su u fazi istraZivanja i antagonisti receptora hormona rasta, koji izazivaju
smanjene koncentracije cirkuliraju¢eg IGF — I (143).

Kako je ve¢ navedeno u viSe navrata, jednu od klju¢nih uloga u nastanku i odrZavanju
maligne transformacije ima IGF — IR. Brojni eksperimentalni modeli pokazali su da
blokadom IGF — IR ne dolazi do maligne transformacije stanica nakon inkubacije s
molekulama koje stimuliraju malignu transformaciju. Takoder, dominantno negativna
tkiva za IGF — I ne pokazuju malignu transformaciju nakon inkubacije s promotorima
tumorigeneze. Zaklju¢no, dva su potencijalna mehanizma kojima bi se moglo utjecati na
IGF - IR. To je ponajprije monoklonsko antitijelo alR3 koje specificno blokira IGF — IR,
te infekcija tumorskih stanica s retrovirusima koja dovodi do stvaranja dominanto
negativnih stanica za IGF. Medutim, potrebna su daljina istraZivanja kako bi se

procijenila klinicka u€inkovitost navedenih terapijskih pristupa (143).
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6. ZAKLJUCAK

U patogenezi karcinoma pluc¢a sudjeluju brojni molekularni mehanizmi odgovorni za
razvoj, rast, progresiju i metastaziranje tumora. Rezultati ovoga rada sugeriraju da IGF
sustav, prije svega IGF — I, IGF — II 1 IGF — IR imaju jednu od klju¢nih uloga u razvoju
karcinoma pluc¢a. Karcinomi pluc¢a pokazuju prekomjernu ekspresiju IGF — I, IGF — 1T 1
IGF - IR. U karcinomskom tkivu s prekomjernom ekspresijom navedenih molekula
prisutna je pojacana proliferacija stanica uz istodobno smanjenu apoptozu Sto doprinosi
tumorskom rastu. Jedan od potencijalnih mehanizama kojima IGF — I i IGF — II ostvaraju
svoj tumorigeni ucinak je aktivacija IGF — IR, koji potom aktivira telomerazu. Aktivacija
telomeraze doprinosi tumorskom razvoju i rastu tako da dovodi do besmrtnosti tumorskih
stanica.

Medutim, potrebna su daljina istraZivanja kako bi se procijenila prognosticka i
prediktivna vrijednost IGF sustava i njegovih pojedinih komponenti. IGF sustav
predstavlja zanimljiv potencijalan terapijski cilj, no potrebna su daljnja istrazivanja

klinicke ucinkovitosti postojecih eksperimentalnih terapijskih postupaka.
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7. SAZETAK

U patogenezi karcinoma pluca, kao 1 u ostalim solidnim tumorima, brojne promjene u
bioloskim regulatornim putovima imaju znacajnu ulogu. IGF - I koji luce ili tumorske
stanice ili stanice zdravog tkiva ima znaCajnu ulogu u samoj tumorigenezi djelujuc¢i na
proliferaciju, rast te metastaziranje tumorskih stanica u karcinomu plu¢a. Vecina
tumorskih stanica odgovara na stimulaciju inzulinu sli¢nih ¢imbenika rasta putem IGF —
IR. U stanicama karcinoma pluc¢a velikih stanica, stanicama adenokarcinoma i plo¢astim
stanicama nadena je povecana razina IGF — I i IGF — IR uz istodobno smanjen broj
apoptotickih stanica. Dokazana je i pozitivna Kkorelacija izmedu poviSene ekspresije
mRNA za IGF - I'1 IGF - IR 1 smanjenog broja stanica u kojima je u tijeku apoptoza Sto
upucuje da aktivacija IGF — IR smanjuje apoptozu stanica karcinoma pluca te tako potice
rast tumora. Nadena je i pozitivna korelacija ekspresije istih molekula s povecanjem
proliferacije karcinomskih stanica. U Cetiri uzorka tkiva od 15 adenokarcinoma naden je
gubitak heterozigotnosti alela i mutacije gena za M6P/IGF — IIR. U planocelularnom
karcinomu dokazana je povecana aktivnost telomeraze. Aktivacija telomeraza ima za
posljedicu besmrtnost tumorskih stanica. Rezultati ovoga rada sugeriraju da IGF sustav,
prije svega IGF — I, IGF — II 1 IGF — IR imaju jednu od klju¢nih uloga u razvoju

karcinoma pluca.
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8. ABSTRACT

The Consequences of Insulin — Like Growth Factors/Receptors Dysfunction in Non
— Small Cell Lung Cancer
2007
Marko Jakopovi¢, MD

Numerous changes in biological pathways have significant role in pathogenesis of lung
cancer. IGF — I, secreted by tumorous or normal tissue, has a significant role in
tumorigenesis of cancer, influencing proliferation, growth and metastasing of cancer
cells. Majority of tumorigenic effects of IGFs is mediated through IGF — IR. Increased
expression of IGF — I, IGF - II and IGF — IR were found in lung cancer cell, with
increased proliferation and decreased apoptosis of cancer cells. In four samples of
adenocarcinoma loss of heterozigosity for M6P/IGF — IIR was found. In planocellular
carcinoma increased activity of telomerase was found. Increased activity of telomerase
has a role in cancer cell immortality. Results of this study suggests that disruption in

IGF/IGF receptor axis is involved in tumorigenesis of non — small cell lung cancer.
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