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Sazetak

Ispitivanje prediktivnog i dijagnostickog znac¢aja pojedinacnih i kombinovanih biomarkera
lipidnog statusa i inflamacije kod pacijenata sa kolorektalnim karcinomom

Nedostatak pouzdanih serumskih biomarkera je jedan od osnovnih problema u dijagnostici i
proceni rizika za razvoj kolorektalnog karcinoma (colorectal cancer, CRC). Imajuéi u vidu da se razvoj
malignih bolesti odlikuje kako promenama celijskog metabolizma, tako i1 izmenama imunog,
oksidativnog 1 inflamatornog okruzenja malignih ¢elija, integrativni pristup, koji bi obuhvatio
istovremeno odredivanje vise biomarkera tipi¢nih za navedena stanja, predstavlja obeéavajucu strategiju
u proceni rizika, skriningu i ranoj dijagnostici CRC.

U ovoj studiji je ispitivan potencijal pojedinac¢nih i kombinovanih biomarkera za dijagnostiku 1
predvidanje rizika za nastanak CRC. IstraZivanje je obuhvatilo Cetiri aspekta preko kojih se stekao uvid
u promene inflamatornog statusa, energetskog metabolizma i imune homeostaze pacijenata sa CRC. U
te svrhe smo odredivali plazmatske koncentracije insulinu slicnog faktora rasta 1 (IGF1) 1 holesterola
sadrzanog u lipoproteinima visoke gustine (HDL-h) kao indikatora metabolickih promena, te rezistina i
E-kadherina kao parametara inflamacije. Drugi aspekt je obuhvatio ispitivanje funkcionalnosti enzima
uklju¢enih u remodelovanje (lecitin-holesterol aciltransferaze, LCAT, holesterol-estar transfernog
proteina, CETP) i antioksidativnu funkciju (paraoksonaze 1, PON-1) HDL cestica kao zajednickog
imenitelja energetskog metabolizma, redoks, imune 1 inflamatorne ravnoteZe. Tre¢i aspekt je Cinilo
odredivanje nivoa ekspresije gena ukljucenih u kontrolu inflamatornog procesa (gena rezistina i njegovog
receptora, proteina udruzenog sa adenilat ciklazom 1, CAP-1), imunog odgovora (gena faktora nekroze
tumora o, TNF-a)) i metabolicke homeostaze (gena adiponektinskih receptora, Adiporl i Adipor2) u
mononuklearnim ¢elijama periferne krvi (PBMC). Konacno, cetvrti aspekt predstavljala je procena
genetske predispozicije pojedinca za razvoj karcinoma bazirana na ispitivanju prisustva polimorfizama
pojedinacnih nukleotida gena od interesa (IG1 rs2946834, ADIPOQ rs266729, ADIPOR1 rs7539542,
ADIPOR1 rs1342387, TNF-0 rs1800629, RETN rs1862513). Istrazivanje je dopunjeno bioinformatickom
analizom online dostupnih transkriptomskih baza podataka.

U istrazivanje je uklju¢eno 126 pacijenata sa CRC sa Klinike za opstu hirurgiju Vojnomedicinske
akademije u Beogradu, kao i 101 zdrava osoba koja je pristupila redovnom godisnjem lekarskom
pregledu u Opstoj bolnici Medigroup u Beogradu. Ispitanici su anketirani, te su na taj nacin prikupljeni
podaci o uzrastu, osnovnim antropometrijskim merama i Zivotnim navikama. Rutinski biohemijski
parametri su odredeni na analizatoru ILAB 300+, koriS¢enjem standardnih enzimskih i kolorimetrijskih
procedura. Aktivnosti LCAT i CETP su procenjene merenjem brzine stvaranja i prenosa holesterol estara.
Paraoksonazna aktivnost PON-1 je odredena spektrofotometrijski uz paraokson kao supstrat, dok je
arilesterazna aktivnost odredena metodom sa fenilacetatom. Lancana reakcija polimerizacije
(polymerase chain reaction, PCR) je koris¢ena u svrhe genotipizacije ispitanika i procene nivoa
ekspresije gena. Komercijalni ELISA testovi su koriS¢eni za odredivanje plazmatskih koncentracija
IGF1, E-kadherina, rezistina, kao i CETP. In silico istrazivanje je bilo bazirano na analizi online
dostupnih transkriptomskih setova podataka: GSE47756 i GSE44076, a ukljucivalo je odredivanje nivoa



genskih ekspresija adiponektinskih receptora i TNF-a u monocitima periferne krvi zdravih ispitanika i
osoba sa CRC (baza GSE47756), ali i u tumorskom tkivu, mukozi susednoj tumoru, odnosno potpuno
zdravoj mukozi (GSE44076). Gene set enrichment analiza (GSEA) je koriS¢ena za utvrdivanje
povezanosti izmedu ekspresije adiponektinskih receptora i genskih setova koji su ukljuceni u
metabolicku, imunu i inflamatornu signalnu kaskadu.

Nize koncentracije HDL-h (p<0,001) su uocene kod pacijenata sa CRC, zajedno sa snizenom
aktivnoséu LCAT (p=0,037) i povisenom aktivnos¢éu CETP (p=0,030), a smanjenom masenom
koncentracijom CETP (p<0,001) u odnosu na zdrave ispitanike. Obe aktivnosti PON-1 su bile
redukovane u karcinomu (p=0,030 i p <0,001). Dobijeni rezultati su ukazali na snizene nivoe genske
ekspresije Adiporl (p<0,001), TNF-a (p=0,023) i rezistina (p<0,001), nepromenjene nivoe ekspresije
Adipor2 (p=0,442) i ushodno regulisane nivoe ekspresije CAP-1 (p=0,025) u PBMC pacijenata sa
CRC. SniZene koncentracije IGF1 (p=0,019) zajedno sa povisenim koncentracijama E-kadherina
(p<0,001) i rezistina (p<0,001) su uocene kod pacijenata sa CRC u odnosu na kontrolnu grupu. Nije
bilo razlike u distribuciji genotipova definisanih prema polimorfizmu pojedina¢nih nukleotida gena
od interesa, izmedu pacijenata sa CRC i zdravih osoba. Povezanost polimorfizama ciljnih gena sa
odgovaraju¢im proteinima, odnosno nivoima ekspresije gena nije uocena ni u CRC ni u kontrolnoj
grupi. Nasuprot tome, snizene koncentracije ukupnog holesterola (p=0,001), holesterola sadrzanog u
lipoproteinima niske gustine (p=0,004) i HDL-h (p=0,029) su postojale kod nosilaca G alela
polimorfizma ADIPOR1 rs7539542 u grupi pacijenata sa CRC. In silico rezultati istrazivanja su
ukazali na slaganje nishodno regulisane genske ekspresije Adiporl i nepromenjenih nivoa Adipor2,
dobijenih u PBMC nasih ispitanika, sa transkriptomskim obrascem ovih receptora uo¢enim u mukozi
susednoj tumoru GSE44076 baze podataka. GSEA analiza je ukazala na mogucu znacajnu ulogu
Adipor2 u metabolickim promenama u malignom tkivu, kao i na potencijalnu zaStitnu funkciju
Adiporl u toku progresije tumora (GSE44076). U analizi GSE44756 baze podataka, Adiporl se
izdvojio kao metabolicki aktivan receptor u monocitima, dok je istovremeno bio u pozitivnoj korelaciji
i sa skupom gena vezanih za TNF-o NF-kB signalnu kaskadu. Multimarkerski pristup u analizi
prediktivnhog potencijala ispitivanih parametara je izdvojio aktivnost CETP (p=0,025), masenu
koncentraciju CETP (p<0,001), plazmatske koncentracije IGF1 (p=0,040), E-kadherina (p<0,001) i
rezistina (p=0,019) kao znacajne nezavisne prediktore razvoja CRC.

Multimarkerski princip koji bi ukljucio ispitivanje plazmatskih koncentracija proteina, genske
ekspresije 1 polimorfizama od znacaja moze da predstavlja osnov razvoja visoko osetljivih i specificnih
dijagnostickih i prediktivnih alata za kompleksna oboljenja poput CRC.

Kljuéne re¢i: HDL-h, LCAT, CETP, PON-1, IGF1, Adiporl, Adipor2, TNF-a, E-kadherin,
rezistin, CAP-1, polimorfizam pojedina¢nih nukleotida, multimarkerski pristup
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Abstract

Investigation of predictive and diagnostic significance of single and combined biomarkers
of lipid status and inflammation in patients with colorectal cancer

The lack of reliable serum biomarkers is among major problems linked to the diagnosis of
colorectal cancer (CRC) and the risk assessment for the disease development. Given that the development
of malignant diseases is characterized by changes in cellular metabolism and immune, oxidative and
inflammatory environment of malignant cells, an integrative approach, which includes simultaneous
determination of multiple biomarkers, represents a promising strategy for the risk evaluation, screening
and early diagnosis of CRC.

In this study, capacities of single and combined biomarkers for diagnosing and predicting the risk
of developing CRC were examined. The research included four approaches for the assesment of
alterations of inflammatory status, energy metabolism and immune homeostasis in CRC patients. For
these purposes, plasma concentrations of insulin-like growth factor 1 (IGF1) and high-density lipoprotein
cholesterol (HDL-c) as indicators of metabolic changes were determined, while resistin and E-cadherin
concentrations were used as indicators of inflammatory status. The second approach included testing the
functionality of enzymes involved in remodeling (lecithin cholesterol acyltransferase, LCAT, cholesterol
ester transfer protein, CETP) and antioxidative function (paraoxonase 1, PON-1) of HDL particle, which
was appreciated as a common denominator of energy metabolism, redox, immune and inflammatory
homeostasis. The third approach was to determine the levels of gene expressions involved in the control
of the inflammatory processes (resistin and its receptor, adenylate cyclase-associated protein 1, CAP-1),
immune response (tumor necrosis factor a, TNF-a) and metabolic homeostasis (adiponectin receptors,
Adiporl and Adipor2) in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). Finally, the fourth approach was
the assessment of an individual's genetic predisposition to develop CRC, which was based on the
exploration of specific single nucleotide polymorphisms (SNPs): IGF1 rs2946834, ADIPOQ rs266729,
ADIPOR1 rs7539542, ADIPOR1 rs1342387, TNF-a rs1800629, RETN rs1862513. The research was
further supplemented by a bioinformatics analysis of online available transcriptome databases.

The study included 126 patients with CRC from the Clinic for General Surgery of the Military
Medical Academy in Belgrade, as well as 101 healthy individuals who attended the regular annual
medical examination at the General Hospital Medigroup in Belgrade. The participants were interviewed,
and data on age, basic anthropometric measurments and life habits were collected. Routine biochemical
parameters were determined on ILAB 300+ analyzer, using standard enzymatic and colorimetric
procedures. LCAT and CETP activities were assessed by measuring the rate of formation and transfer of
cholesteryl esters. Paraoxonase activity of PON-1 was determined spectrophotometrically with
paraoxone as a substrate, while arylesterase activity was determined by the phenylacetate method.
Polymerase chain reaction (PCR) was used for genotyping and the assessment of gene expression levels.
Commercial ELISA assays were used to determine plasma concentrations of IGF1, E-cadherin, resistin,
and CETP. In silico study was based on the analysis of online available transcriptome data sets:
GSE47756 and GSE44076, and included determination of adiponectin receptors (Adiporl and Adipor2)



and TNF-a gene expression levels in peripheral blood monocytes of healthy subjects and CRC patients
(GSE47756), but also in tumor tissue, tumor adjacent mucosa, and healthy mucosa (GSE44076). Gene
set enrichment analysis (GSEA) was used to determine the association between adiponectin receptor
expression and gene sets involved in the metabolic, immune, and inflammatory signaling cascades.

Lower concentrations of HDL-c (p<0.001) were observed in patients with CRC, together with
decreased LCAT activity (p=0.037), increased CETP activity (p=0.030), and decreased CETP mass
concentration (p<0.001) in comparison to healthy subjects. Both PON-1 activities were reduced in cancer
(p=0.030 and p<0.001). The obtained results indicated decreased gene expression levels of Adiporl
(p<0.001), TNF-a (p=0.023), and resistin (p<0.001), unchanged levels of Adipor2 gene expression
(p=0.442) and up-regulated CAP-1 gene expression (p=0.025) in PBMCs of CRC patients. Decreased
concentrations of IGF1 (p=0.019) together with elevated concentrations of E-cadherin (p<0.001) and
resistin (p<0.001) were observed in patients with CRC compared to the control group. There was no
difference in the distribution of genotypes of the selected SNPs between CRC patients and healthy
controls. The association of target gene polymorphisms with the corresponding proteins or gene
expression levels was observed neither in CRC patients, nor in the control group. In contrast, decreased
concentrations of total cholesterol (p=0.001), low-density lipoprotein cholesterol (p=0.004) and HDL-c
(p=0.029) were present in the carriers of G allele of ADIPORL1 rs7539542 polymorphism in the group of
patients with CRC. In silico results of our study indicated that the transcriptome pattern of adiponectin
receptors in the tumor adjacent mucosa based on the GSE44076 database was in accordance with our
results of down-regulated gene expression of Adiporl and unchanged levels of Adipor2 in PBMC of
CRC patients. GSEA analysis indicated a possible significant role of Adipor2 in metabolic changes in
malignant tissue, as well as the potential protective function of Adiporl during tumor progression
(GSE44076). Inthe GSE44756 database analysis, Adiporl was isolated as a metabolically active receptor
in monocytes, while at the same time being positively correlated with a set of genes associated with the
TNF-a NF-kB signaling cascade. The multimarker approach in the analysis of the predictive potential of
the examined parameters singled out CETP activity (p=0.025), mass concentration of CETP (p<0.001),
concentrations of IGF1 (p=0.040), E-cadherin (p<0.001) and resistin (p=0.019) as significant
independent predictors of CRC development.

The multimarker approach, which involves the examination of plasma protein concentrations,
gene expression and polymorphisms of interest, could represent the basis for the development of highly
sensitive and specific diagnostic and predictive tools for complex diseases such as CRC.

Keywords: HDL-c, LCAT, CETP, PON-1, IGF1, Adiporl, Adipor2, TNF-a, E-cadherin, resistin,
CAP-1, single nucleotide polymorphism, multimarker approach

Scientific field: Medical sciences - Pharmacy
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UDC number:



Skracenice u tekstu
CRC- karcinom kolorektuma (Colorectal cancer)
HNPCC- nasledni nepolipozni kolorektalni karcinom (Hereditary nonpolyposis colorectal cancer)
FAP- familijarna adenomatozna polipoza
MAP- MYH udruzena polipoza
PJS- Peutz-Jegersov sindrom
TGF-B- transformisuci faktor rasta 3
CIN- hromozomska nestabilnost (Chromosome instability)
MSI- mikrosatelitska nestabilnost (Microsatellite instability)
MAPK- mitogenom aktivirana protein kinaza (Mitogen-activated protein kinase)
DNK- dezoksiribonukleinska kiselina
MMR- poremecaj u reparacionim mehanizmima DNK (DNA mismatch repair system)
GWAS- genomske studije asocijacije (Genome wide association study)
SNP- polimorfizam pojedina¢nih nukleotida (Single nucleotide polymorphism)
ITM- indeks telesne mase
TNF-a- faktor nekroze tumora alfa (Tumour Necrosis Factor alpha)
IL- interleukin
IGF1-insulinu sli¢an faktor rasta 1 (Insulin like growth factor 1)
MPE-molekularna patoloska epidemiologija
MDR- program redukcije multidimenzionalnosti (Multidimensionality reduction program)
FOBT- test na okultno krvarenje (Fecal occult blood test)
FDR- stopa lazno pozitivnih rezultata (False discovery rate)
EMT-epitelno-mezenhimalna tranzicija
PI13K-fosfatidil-inozitol 3 kinaza (Phosphatidylinositol-3-kinase)
TG-trigliceridi

LDL-h-holesterol sadrzan u lipoproteinima niske gustine (Low density lipoprotein cholesterol)



ROS- reaktivne kiseoni¢ne vrste (Reactive oxygene species)

HDL-h-holesterol sadrzan u lipoproteinima visoke gustine (High density lipoprotein cholesterol)
UH-ukupni holesterol

RTH-reverzni transport holesterola

Apo Al-apolipoprotein Al

ABCAL-ATP-vezujuci kasetni transporter A1 (ATP-binding cassette transporter Al)
ABCG1-ATP-vezujuéi kasetni transporter G1 (ATP-binding cassette transporter G1)
LCAT-lecitin-holesterol aciltransferaza (Lecithin-Cholesterol Acyltransferase)
CETP-holesterol-estar transferni protein (Cholesteryl ester transfer protein)
PON-1-paraoksonaza 1

PAB-prooksidativni/antioksidativni balans

IGFBP-3-protein koji vezuje insulinu slican faktor rasta 3 (Insulin-like growth factor binding protein 3)
IGF1R-1GF1 receptor

ERK-kinaza regulisana ekstracelularnom signalizacijom (Extracellular signal-regulated kinase)
EGFR- receptor za epidermalni faktor rasta (Epidermal growth factor receptor)
IRNK-informaciona ribonukleinska kiselina

Adiporl-adiponektinski receptor 1

Adipor2-adiponektinski receptor 2

AMPK-adenozin monofosfat-aktivirana protein kinaza (AMP-activated protein kinase)

PPAR- receptori aktivirani proliferatorom peroksizoma (Peroxisome proliferator-activated receptor)
IRS-supstrat za insulinski receptor

gPCR-kvantitativna lanCana reakcija polimerizacije

STAT3-signalni transduktor i aktivator transkripcije 3 (Signal transducer and activator of transcription
3)

VEGF-vaskularni endotelni faktor rasta (Vascular endothelial growth factor)
JNK- c-Jun N-terminalne kinaze

NF-xB- nuklearni faktor kapa B (Nuclear factor kappa B)



mTOR- mammalian target of rapamycin

PBMC-mononuklearne ¢elije periferne krvi (Peripheral blood mononuclear cells)
NK c¢elije-prirodne ¢elije ubice (Natural killer cells)

TNFR- receptor za faktor nekroze tumora alfa

CAP1- protein udruzen sa adenilat ciklazom 1 (Adenylyl cyclase-associated protein 1)
PKA- protein kinaza A (Protein kinase A)

PPPM-prediktivna, preventivna i personalizovana medicina (Predictive, Preventive and Personalized
Medicine)

SH-slobodan holesterol

ELISA- enzimski imunoesej (enzyme linked immunosorbent assay)
HRP-peroksidaza iz rena

URNK-ukupna ribonukleinska kiselina

gDNK-genomska dezoksiribonukleinska kiselina

RT-reverzna transkripcija

cDNK-komplementarna DNK

dNTP-deoksiribonukleotid trifosfat

TF- kontrola bez reverzne transkriptaze (Transcriptase free control)
NTRT kontrola- kontrola reverzne transkripcije bez uzorka (No template reverse transcription control)
Ct-Prag ciklusa fluorescencije (Cycle threshold)

NTC- negativna kontrola PCR bez uzorka (Non template control)
GSEA-Gene Set Enrichment Analysis

ANOVA-analiza varijanse

PBM-monociti periferne krvi (Peripheral blood monocytes)
NES-normalizovani skor obogacivanja (Normalized Enrichment Score)
Cl- interval pouzdanosti (Confidence interval)

ANCOVA-analiza kovarijanse

ROC- Receiver Operating Characteristics Curve



AUC-povrsina ispod krive (Area under the curve)

TA-Tacnost testiranja (Testing accuracy)

CVC-konzistentnost u unakrsnoj validaciji (Cross Validation Consistency)
MDRPT-testiranje permutacija MDR modela (MDR permutation testing)

LD-neravnoteza vezanosti gena (Linkage disequlibrium)
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1. UVOD

1.1 Maligne bolesti

Maligne bolesti se nalaze medu najve¢im pretnjama globalnom zdravlju, ako se uzme u obzir
njihova rastuca ucestalost, relativno slaba efikasnost postojec¢ih terapijskih modela i drasticno smanjenje
kvaliteta zivota obolelih. Prema izveStajima Svetske Zdravstvene Organizacije (World health
Organization, WHO), karcinom je bio prvi ili drugi uzro¢nik smrtnog ishoda u 112 od 183 zemalja kod
osoba mladih od 70 godina, dok se u preostale 23 zemlje nalazio na tre¢em ili ¢etvrtom mestu [1].
Najnoviji GLOBOCAN podaci iz 2020. godine su pokazali da je od karcinoma obolelo 19,3 miliona
novih slucajeva, a letalan ishod je nastupio kod 10 miliona obolelih (slika 1) [1]. Karcinom dojke je
najcesce dijagnostikovana maligna bolest, nakon ¢ega sledi karcinom pluc¢a, dok se na treem mestu
nalazi karcinom kolorektuma (Colorectal cancer, CRC), (slika 1) [1]. Dostupni podaci pokazuju da je
najsmrtonosniji malignitet karcinom plu¢a, no odmah za njim se izdvaja CRC (slika 1) [1].

1.1.1 Kolorektalni karcinom

CRC predstavlja skup morfoloskih, histoloskih i genetskih promena koje ispoljavaju svoj
patoloski potencijal nakon odredenog vremenskog perioda [2]. Danas je poznato da CRC predstavlja
malignitet visoke prevalence i multifaktorijalne etiologije [2]. Po ucestalosti se nalazi na drugom mestu
kod Zena, nakon karcinoma dojke, dok je kod muskaraca na treCem mestu, posle karcinoma pluca i
prostate (slika 1) [1]. CRC se smatra jednim od najjasnijih pokazatelja ,tranzicije karcinoma*, s obzirom
da njegova incidenca zamenjuje incidencu maligniteta uzrokovanih infektivnim bolestima u zemljama
sa brzim ekonomskim razvojem, zajedno sa ostalim vrstama karcinoma pretezno vezanim za zapadni stil
zivota [3]. Tranzicija karcinoma predstavlja epidemioloski pojam uveden kako bi se objasnio prelaz od
dominantih formi karcinoma povezanih sa infektivnim bolestima, ka karcinomima koji su povezani sa
faktorima rizika koji su mahom neinfektivni i najée$¢e podstaknuti napredovanjem drustva na socio-
ekonomskoj lestvici. Naime, CRC je bio redak oblik maligniteta 50-tih godina proslog veka, ali je sa
vremenom postao predominantan tip karcinoma u zapadnim zemljama, te mu se danas pripisuje oko 10%
globalne smrtnosti u vezi sa malignitetom [1, 4].

Prema statistickim podacima Nacionalnog vodica dobre klinicke prakse za dijagnostikovanje i
lecenje raka kolona i rektuma, ucestalost smrtnog ishoda od CRC u srpskoj Zenskoj populaciji se poklopa
sa podacima na nivou Evrope (na treCem mestu) dok je na drugom mestu kod muskaraca, nakon
karcinoma pluca [5]. Prema procenama Americkog instituta za istrazivanje karcinoma, Srbija se nalazi
medu 25 zemalja na svetu sa najvisom incidencom CRC (stopa rasta standardizovana za godine na
100000 stanovnika za Srbiju iznosi 36,7) [6]. Kada je u pitanju podela po polovima, Srbija je na 8. mestu
po stopi oboljevanja muskaraca, dok statisticki ne zauzima visoku poziciju kada su u pitanju Zene [6].
Jo§ uvek nije sasvim jasno zasto postoji razlika u incidenci CRC u odnosu na pol. Ipak, iako postoji vise
nedoumica, uzrok se trazi u polnim hormonima, a prvenstveno u zastitnoj ulozi estrogena [7]. Ono §to je



poznato jeste da rizik za razvoj CRC raste sa godinama. Vecina pacijenata sa sporadi¢cnim CRC je
pretezno starosti preko 50 godina. Naime, 75% pacijenata sa rektalnim karcinomom i 80% pacijenata sa
karcinomom kolona je bilo starije od 60 godina u trenutku postavljanja dijagnoze [4]. Medutim, iako se
visoka incidenca CRC vezuje prevashodno za stariju populaciju, danas se u Srbiji uo¢ava porast broja
obolelih i medu osobama mladim od 40 godina [5].

A Both sexes
Incidence Mortality

Colorectum
9.4%

Liver
~ 8.3%

19.3 million 9.9 million
new cases deaths
B Males
Incidence Mortality

4.2% glagder Liver

4.4% 6.3%
10.1 million 5.5 million
new cases deaths
C Females
Incidence Mortality

Non-Hodgkin
lymphoma
26%

Cervix uteri

s Stomach 7-7%
6.0%

. . Cervix uteri
4.5% Thyroid
29% 65%
9.2 million 4.4 million
new cases deaths

Slika 1. Distribucija slucajeva i smrtnih ishoda za 10 naj¢es¢ih karcinoma u 2020. godini za (A) Oba pola (B) Muskarce i
(C) Zene. Preuzeto sa sajta GLOBOCAN 2020.



Kao §to je ve¢ spomenuto, karakteristicno je da se ovaj tip karcinoma dovodi u blisku vezu sa
socioekonomskim statusom [3]. Naime, dok se kod zemalja u razvoju uo¢ava porast u trendu oboljevanja,
taj trend je stabilniji u razvijenim zemljama, mada je incidenca i dalje visoka. Smatra se da je razlog
stabilnog ili ¢ak opadajuc¢eg trenda u pojedinim zemljama rana detekcija karcinoma i uklanjanje
prekanceroznih polipa [3]. Nishodni trend je uocen u visoko razvijenim zemljama kao $to su SAD,
Australija, Novi Zeland, zapadni delovi Evrope (Francuska, Nemadka, Spanija), Japan kao i pojedine
zemlje isto¢ne Evrope i to upravo zahvaljujuéi poboljSanim dijagnostickim procedurama, prevenciji,
redukovanim faktorima rizika i zdravijoj ishrani (slika 2) [8]. Nasuprot tome, ekonomski rast u
siromas$nim zemljama i zemljama u razvoju je rezultovao promenom obrazaca ishrane, odnosno
poveéanim unosom masti, Secera i namirnica zivotinjskog porekla, te je porast incidence CRC u ovim
zemljama ocigledan [3].
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Slika 2. Stopa incidence standardizovana za godine, 2020. godine, CRC, oba pola

Preuzeto sa sajta: Internacionalne agencije za istrazivanje karcinoma. WHO



1.1.2 Patohistoloski razvoj CRC i klasifikacija oboljenja

Za CRC je karakteristiCna spora progresija, kao i to da ovaj tip tumora generalno ne pokazuje
simptome dok ne dostigne veli¢inu od nekoliko ¢cm, kada pocinje da ometa crevnu pasazu, te dovodi do
gréeva u stomaku, bolova ili krvarenja [2]. Normalna crevna mukoza se sastoji od tri glavna elementa:
epitela (glatka povrsSina i kripte), lamine proprije (lamina propria) i muskularne mukoze (muscularis
mucosae) [9]. U najranijim fazama razvoja ovog karcinoma dolazi do ne-kancerogene proliferacije
mukoznih epitelnih celija, ¢iji rast moze trajati 10-20 godina pre nego Sto postanu maligne [10].
Najpoznatija forma ove proliferacije se naziva ,,polip“ [10]. Postoje dva glavna tipa polipa sa malignim
potencijalom: adenomi i sesilni nazubljeni polipi (sessile serrated polyps) [2]. Generalno, vecina
adenoma ima tubularnu histologiju sa malim, okruglim, atipi¢nim ¢elijama koje obi¢no imaju dugacku
filamentoznu gradu, na patoloskim izvestajima naznac¢enu kao prisustvo vila ili tubulovila [2]. Suprotno
tome, sesilni nazubljeni polipi su ravni, sa nazubljenim, testerastim povrSinama [2]. Samo oko 10%
adenoma progredira ka invazivnom karcinomu - adenokarcinomu [10], ali oko 96% svih
dijagnostikovanih slu¢ajeva CRC su adenokarcinomi [10]. Kako se odvija proliferacija polipa, njihova
veli¢ina se menja, dok se genetske i epigenetske promene tokom vremena akumuliraju, Sto je
reflektovano citoloskom i histoloskom displazijom (slika 3) [2]. U "klasicnom® modelu razvoja CRC,
vecina karcinoma nastaje iz polipa poreklom iz izmenjenih ¢elija kripti koje sledstveno evoluiraju u rane
adenome (<1 cm u veli¢ini, sa histoloskim prisustvom tubula ili tubulovila). Ovi adenomi dalje
progrediraju do uznapredovalog adenoma (veli¢ine >1cm, sa histoloskim prisustvom vila), pre kona¢nog
razvoja u CRC [4]. Ukoliko maligno izmenjene c¢elije prodru kroz muskularni mukozni sloj u
submukozu, potvrduje se razvoj invazivnog karcinoma [11]. Sama lamina proprija ima ograni¢enu mrezu
limfnih i krvnih sudova, te invazija lamine proprije ne nosi sa sobom rizik za pojavu metastaza. Medutim
kada neoplazma prodre u submukozu, ona dospeva u region bogat limfnim i krvnim sudovima, te rizik
za metastaziranjem postaje realna klinicka pretnja [11]. U slucaju da se ovakvi tumori ne uklone,
razvijaju sposobnost da invadiraju susedno tkivo i da rastu van zida kolona ili rektuma [2]. Pored
uobicajenih adenoma i nazubljenih polipa, hiperplasti¢ni polipi, ravni adenomi, hamartomatozni i
inflamatorni polipi takode nose sa sobom odredeni, ali znacajno nizi maligni potencijal [9].
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U dijagnosticke i prognosticke svrhe je razvijeno Vise klasifikacionih sistema za CRC. Klasifikacija
po Djuku (Dukes staging classification) predstavlja anatomski tip klasifikacije, koji se primarno zasniva
na stepenu tumorske infiltracije u zid creva i prisustvu, ili odsustvu metastaza u limfnim ¢vorovima. Tako
su slu¢ajevi kod kojih je karcinom bio ograni¢en na epitel kolona ili rektuma klasifikovani kao A
stadijum, oni kod kojih se kancer proSirio na dublje slojeve zida creva (tunica muscularis) su predstavljali
B stadijum, dok su slu¢ajevi kod kojih su postojale metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima
klasifikovani kao C stadijum bolesti [12].

Tokom godina je ova Klasifikacija modifikovana, te je ukljuc¢ila uvodenje C1 i C2 stadijuma, te
dodatak stadijuma D klasifikaciji koji je upucivao na prisustvo bolesti sa metastazama na jetri, plu¢ima,
kostima i drugim organima [13]. Astler Koler (Astler-Coller) klasifikacija predstavlja savremeniju
verziju klasifikacije po Djuku. Zapravo, izvrSena je podklasifikacija B i C stadijumau B1 i B2,te C1 i
C2 [14]. B1 stadijum oznacava lezije koje su zahvatile misi¢ni sloj, ali ne prolaze kroz njega, dok je B2
specifi¢an za tumor koji prolazi i misi¢ni sloj. C stadijumi su bili definisani kao zahvac¢enost limfnih
¢vorova i predstavljali su dodatak B1, B2 klasifikaciji [14]. Na kraju je formiran TNM (Tumor-Node-
Metastasis) klasifikacioni sistem koji je postao jedan od najsire koris¢enih sistema za klasifikaciju CRC
i vec¢ine gastrointestinalnih karcinoma [14]. U TNM sistemu, T reflektuje dubinu zida creva koja je
infiltrirana primarnim tumorom, N se odnosi na regionalne limfne ¢vorove, dok se oznaka M odnosi na
prisustvo udaljenih metastaza [14]. U ovom sistemu takode postoje nivoi podklasifikacije: TO (bez
dokaza o primarnom tumoru), Tis (karcinom in situ, ili mukozni karcinom), T1 (invazija tumora u
submukozu), T2 (misi¢ni sloj invadiran tumorom), T3 (subserozni sloj invadiran, bez u¢e$¢a organa) T4
(visceralni peritoneum perforiran tumorom “T4a”, ili invadirani susedni organi “T4b”) [14]. Sa druge
strane, N stadijum obuhvata NO (bez uces¢a limfnih ¢vorova), N1 (zahvacenost jednog regionalnog
limfnog ¢vora “Nla”, ili zahvacenost 2-3 limfna ¢vora “N1b”) i N2 (zahvacenost 4-6 limfnih ¢vorova
“N2a”, ili 7 i vise zahvacenih regionalnih limfnih ¢vorova “N2b”). M klasifikacioni sistem podrazumeva
MO stadijum, gde nije detektovano udaljeno Sirenje tumora i M1 koji ukazuje na prisustvo udaljenih
metastaza [14]. TNM sistem klasifikacije se smatra posebno uspesnim, jer je njime na¢injen pokusaj da
se istovremeno obuhvate Kklinicki i patohistoloski podaci, $to je od velikog znacaja za izbor adekvatne
terapijske procedure, kao i za prognozu toka i ishoda bolesti [13].

Osim definisanja stadijuma, za dijagnozu i tretman CRC znacajno je pravilno klasifikovati gradus
tumora. U ovom smislu se razlikuju tri nivoa: nizi gradus se odnosi na tip tumora kod kojeg su ¢elije
dobro diferencirane, sa dobro oformljenim tubulima i najmanje nuklearnih polimorfizama i mitoza. Ove
¢elije nisu tipi¢ne, ali izgledaju i organizovane su kao i normalne ¢elije. Karcinomi niskog gradusa imaju
tendenciju da rastu sporije i manja je verovatnoca diseminacije [15].

Kod karcinoma visokog gradusa maligne ¢elije su slabo diferencirane ili nediferencirane. Ove
¢elije ne izgledaju kao normalne i drugacije su organizovane, sa povremenim zlezdastim strukturama,
pleomorfizmom i veoma ucestalim mitozama [15]. Karcinomi viSeg gradusa imaju tendenciju da rastu



brze i da se znacajno brze Sire. [zmedu ova dva stepena se nalazi i srednji gradus koji je karakteristican
za srednje diferenciran tumor.

1.1.3 Faktori rizika za razvoj CRC

Mnogi faktori rizika se mogu smatrati znac¢ajnim za razvoj CRC, uklju¢ujuéi nepromenljive
genetske faktore i promenljive, faktore sredine [16]. Neki od predlozenih modela za predikciju rizika za
razvoj CRC uklju¢uju porodi¢nu istoriju, gene u vezi sa povecanim rizikom za razvoj karcinoma, faktore
okoline kao i zivotni stil pojedinca [17]. Poznavanje uticaja ovih faktora na razvoj bolesti je vazno kako
bi se kontrolisalo opterecenje boles¢u, sprovodenjem populacionih preventivnih inicijativa [16]. Praksa
je takode pokazala da postoji pojacana potreba za stratifikacijom rizika i personalizovanim pristupom
pacijentu [18]. Prema tome, razvoj novih terapeutskih i dijagnostickih strategija zahteva dobro
poznavanje etioloskih odlika CRC.

1.1.3.1 Nasledni faktori rizika

Statisticke procene pokazuju da rizik za nastanak CRC tokom Zivota osobe koja Zivi tipiénim
“zapadnim stilom” iznosi 3-5%, ali je znacajno istaci da se ovaj rizik udvostrucava kod osoba sa
srodnicima u prvom stepenu kod kojih je dijagnoza postavljena izmedu 50-70. godine Zivota, ili se ¢ak
utrostrucuje ukoliko je bolest kod srodnika nastupila pre 50. godine [4]. Moze se re¢i da je pozitivna
porodi¢na anamneza znacajna u 25% pacijenata sa CRC, dok se kod preostalih 75% razvija sporadi¢na
forma bolesti [15]. Prema tome, manji procenat slucajeva CRC se vezuje za naslednu predispoziciju, bez
obzira $to bolest generalno ima izraZzenu naslednu komponentu. Posebno znacajne genske forme bolesti
predstavljaju nasledni nepolipozni kolorektalni karcinom (hereditary nonpolyposis colorectal cancer,
HNPCC), Lynch-ov sindrom, familijarna adenomatozna polipoza (FAP), MYH (MUTYH, mut Y
homolog) udruzena polipoza (MAP), Peutz-Jegersov sindrom (PJS) i juvenilna polipoza [15,19].

Lynch-ov sindrom (jedna od formi HNPCC) predstavlja skup medusobno povezanih
karakteristika koje se javljaju u ranoj Zivotnoj dobi, sa autozomno dominantim tipom nasledivanja,
vecom sklonos$¢u ka razvoju promena na desnom kolonu i 80% rizika za razvoj CRC [19]. Interval
izmedu skrininga osoba sa povecanim rizikom od HNPCC bi trebalo da bude kraé¢i u odnosu na opstu
populaciju, s obzirom da karcinom moze da se razvije u periodu od 42 meseca od rutinskog pregleda.
Klinicki skrining bi trebalo da ukljucuje kolonoskopiju na svake dve godine, s pocetkom izmedu 20-25.
godine i jednom godisnje nakon 40. godine starosti [20].

FAP se takode nasleduje autozomno dominantno i nastaje kao posledica mutacija u adenomatous
polyposis coli (APC) genu [21]. Smatra se da formiranje polipa pocinje jo§ u periodu detinjstva i rane
adolescencije [21]. Kako se na stotine polipa razvija tako rano, procenjuje se da FAP nosi 100% rizika
za razvoj CRC [20]. U proseku CRC se kod ovih pojedinaca razvija oko 39. godine zivota [22].
Karakteristi¢no je i da je stepen polipoze kolona u tesnoj vezi sa mestom mutacije u APC genu [22].



Dodatno, pokazano je da ovi pacijenti imaju povecan rizik za razvoj drugih formi karcinoma, pre
svega zeluca i tankog creva [22].

MAP predstavlja specificnu mutaciju MYH gena koja dovodi do razvoja bolesti u uzrastu od 20-
50 godina starosti [21]. Missense ili nonsense mutacije MYH gena su povezane sa multiplim
kolorektalnim adenomatoznim polipima [19]. Bolest prati autozomno-recesivni obrazac nasledivanja
[21]. Dve najcesce mutacije su Y165C i G382D, kojima pripada preko 80% svih uoc¢enih mutacija [19].
Kao klini¢ki dijagnosticki kriterijum se koristi genetsko testiranje, posebno kod osoba koje imaju vise
od 10 adenomatoznih promena, ali bez identifikovanih mutacija u APC genu [22].

LBV %

karcinogeni, ali mogu da se razviju u karcinome digestivnog trakta, karcinom dojke i CRC [21]. Jedina
mutacija koja je do sada identifikovana u vezi sa za PJS se nalazi u genu za serin/treonin kinazu 11,
odnosno LKB1 genu [23].

Juvenilni polipozni sindrom takode zapocinje sa hamartomatoznim polipima, ali se razlikuje od
PJS po tome §to u polipima dominira stroma, postoje cisti¢ni prostori i obiluje laminom proprijom kojoj
nedostaje glatka misi¢na struktura [21]. Kod porodica sa ovim sindromom identifikovana su dva gena
¢ije izmene dovode do naruSavanja signalne transdukcije transformisuceg faktora rasta p (TGF-B):
BMPR1A i SMAD4 [24]. Bolest se odlikuje ranom pojavom (jos§ u periodu dojenja) i simptomima poput
gastrointestinalnog krvarenja, invazivnosti, rektalnog prolapsa i enteropatije koja dovodi do gubitka
proteina [24].

Genetski poremecaji koji najvise doprinose razvoju CRC su hromozomska nestabilnost
(chromosome instability, CIN), mutacije u tumor supresorima i protoonkogenima, mikrosatelitska
nestabilnost (microsatellite instability, MSI), kao i epigenetske promene poput hipermetilacije.

CIN se javlja u oko 65-70% slu¢ajeva sporadicnog CRC [25]. CIN se uglavnhom odnosi na
ubrzano gubljenje celih ili velikih delova hromozoma [25]. U Sirem smislu se moze smatrati strukturnim
ili brojcanim poremecajem [21]. Broj¢ani CIN se deSava kao posledica poremecaja puteva ukljuéenih u
segregaciju hromozoma, njihovu transmisiju, regulaciju mitoti¢ckih kontrolnih tacaka, te vezivanja
kinetohora za mikrotubule [26]. Sa druge strane, strukturni CIN se naj¢e$¢e vezuje za tzv. reaktivne
hromozome, koji nakon inicijalnog razdvajanja ostaju povezani tzv. “prekid-fuzija mostom” (breakage-
fusion-bridge), te dolazi do nezeljenih genetskih rearanzmana [21]. CIN se dovodi u vezu sa promenama
na genima znacajnim za razvoj CRC poput APC, KRAS, PI3K i TP53 [27].

APC gen je poznati tumor supresor. Promene u ¢elijskim nivoima produkta APC gena se nalaze
u osnovi vecine kolorektalnih adenokarcinoma. Ovaj protein je posebno znacajan zbog interakcije sa p-
kateninom koji predstavlja komponentu Wnt signalnog puta. U slucaju stimulacije Wnt-p-katenin
signalne kaskade aktivira se transkripcija gena poput Ciklin D1, MYC, EphrinB i promovise celijska
proliferacija. Mutacije na nivou APC gena dovode do stvaranja nefunkcionalnog proteina, sto rezultuje



nemogucnos§cu inaktivacije B-katenina sa posledi¢nim uticajem na ¢elijsku adheziju, ¢elijsku migraciju i
citoskelet [26].

KRAS predstavlja onkogen odgovoran za sintezu istoimenog proteina regulisanog tirozin-kinaza
receptorom koji aktivira signalni put mitogenom aktivirane protein kinaze (mitogen-activated protein
kinase, MAPK), te je ukljucen u ¢elijsko prezivljavanje i vodi ka snaznoj promociji ¢elijskog rasta i
proliferacije. Pokazano je da mutacije u KRAS genu povecavaju viabilnost c¢elija karcinoma u
nepovoljnim uslovima [28].

TP53 mutacije su identifikovane u preko 50% slucajeva CRC. Mutacije su uglavnom
lokalizovane na egzonima 5-8. Produkt TP53 tumor-supresor gena, p53, je transkripcioni aktivator
specifi¢nih sekvenci koji ima brojne uloge u regulaciji ¢elijskog ciklusa i apoptozi. Inaktivirajuce
mutacije u TP53 predstavljaju kasni dogadaj tokom tranzicije adenoma u karcinom [29].

Ispitivanje MSI najéesce predstavlja skrining tehniku za procenu Lynchovog sindroma, nastalog
usled poremecaja u reparacionim mehanizmima dezoksiribonukleinske kiseline (DNK), (DNA mismatch
repair system, MMR) [21]. Mikrosateliti su normalni segmenti DNK sa ponavljaju¢im nukleotidima [21].
Promene u broju ponavljajucih nukleotida (insercije i delecije nukleotida) zapravo predstavljaju glavnu
odliku mikrosatelitske nestabilnosti [30]. Upravo te ponavljajuée sekvence su ono S§to ¢ini DNK
osetljivom na greske tokom replikacije [30]. Somatska inaktivacija MMR gena je nadena u oko 15%
sporadi¢nih slucajeva CRC [30]. Mnogi geni podlezu mikrosatelitskoj nestabilnosti, uklju¢ujuci one
odgovorne za sintezu proteina znacajnih za reparaciju DNK
(RAD50, MSH2, MSH3, MSH6, MLH1, BLM, PMS2), apoptozu (APAF1, BAX, BCL10, Caspase-5),
prenos signala (TGFpRIl, ACTRII, IGFIIR, WISP-3), kontrolu ¢elijskog ciklusa (PTEN, RIZ) i
transkripcione faktore (TCF-4) [21]. Inaktivacija oba alela, MSH2 ili MLH1, kao najznacajnijih za razvoj
fenotipa sa visokom mikrosatelitskom nestabilno$¢u se deSava na vise nac¢ina [29]. Jedan od njih je
gubitak heterozigotnosti koji je obi¢no udruzen sa tackastim mutacijama u MSH2 ili MLH1 genu, dok je
drugi vezan za epigenetske promene, posebno kada je u pitanju MLH1 gen koji moze biti utiSan
hipermetilacijom CpG ostrvaca u promotoru [29].

Epigenetske izmene se desavaju u polipima i u sadejstvu sa genskim mutacijama povecavaju
mogucnost progresije polipa u karcinom [4]. Metilacija DNK zahvata regione bogate CG parovima (CpG
ostrvca), koji su obic¢no lokalizovani u 5’ regionu gena i moze rezultovati utisavanjem gena, bilo
posrednim uticajem na vezivanje transkripcionih faktora, ili kroz promene u strukturi hromatina [4]. U
¢elijama karcinoma, CpG ostrvca u razli¢itim tumor-supresor genima su visoko metilovana, sto rezultuje
represijom njihove transkripcije [21].

Zahvaljujuéi “genome wide association” (GWAS) studijama izvrSena je identifikacija 25 lokusa
povezanih sa rizikom za razvoj CRC [31]. Ove varijante su se uglavnom nalazile u okviru ili neposrednoj
blizini gena vezanih za reparaciju DNK, TGF-B ili MYC signalizaciju [31]. Naime, novija studija na
evropskoj populaciji je pokazala povezanost 79 polimorfizama pojedina¢nih nukleotida (single
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nucleotide polymorphism; SNP) sa rizikom za nastanak CRC [32]. Generalno se smatra da prisustvo vise
rizicnih SNP varijanti doprinosi genetskoj osnovi za razvoj CRC, no sa relativno niskim uc¢eséem od 5
do 10%, $to ostavlja prostora za razvoj istrazivanja u ovom smeru [31]. U sklopu ovakvih istrazivanja
treba istaci i znacaj interakcija medu samim genima, kao i interakcija gena sa faktorima spoljasnje sredine
[33, 34]. Prema tome, dalja ispitivanja SNP koji bi mogli biti povezani sa razvojem CRC svakako pruzaju
dodatni doprinos rasvetljavanju, inac¢e komplikovane, genetske osnove CRC.

1.1.3.2 Egzogeni faktori rizika

Danas je poznato da zivotne navike pojedinca znacajno modifikuju rizik za nastanak malignih
bolesti, ukljuc¢ujuc¢i CRC. Studije su pokazale da osobe koje praktikuju redovnu fizicku aktivnost imaju
za 25% manje Sanse za razvoj CRC [10]. Nasuprot tome, sedentarni stil zivota povecava rizik za ¢ak
50% [10]. Pokazano je da porast u indeksu telesne mase (ITM) za jednu jedinicu uveéava Sanse za razvoj
CRC za 2-3% [4]. Jedan od znacajnijih faktora rizika za razvoj ove vrste karcinoma je nacin ishrane, S
obzirom da je tesno povezan kako sa gojaznos§cu, tako i sa pojavom dislipidemije. Osim toga, odredene
dijetarne navike mogu da promovisu intestinalnu inflamaciju, modifikuju intestinalnu mikrofloru,
podsticu imuni odgovor, te na taj nacin da pospeSe rast polipa i njihovu konverziju u karcinom [10].
Adipozno tkivo osoba sa prekomernom tezinom je sklono ka pove¢anom oslobadanju razlicitih citokina
(leptina, rezistina, faktora nekroze tumora alfa (TNF-a), interleukina 1 (IL-1), IL-6, IL-7 i IL-8), koji
ostvaruju mitogene efekte na epitelne celije, inhibiraju apoptozu, promovisu oksidativni stres,
suprimiraju imuni odgovor i remete fiziolosku funkciju insulinu sli¢nog faktora rasta 1 (IGF1) [16].
Navedene ¢injenice govore u prilog hipotezi o povezanosti disfunkcije adipoznog tkiva i nastanka i
progresije CRC [16]. Dodatno je pokazano da rizik za razvoj CRC moze da poraste za 17% za svakih
100 g unesenog crvenog mesa, odnosno za 18% kada je u pitanju 50 g obradenog mesa. Smatra se da su
heterocikli¢ni amini, policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici i N-nitrozo jedinjenja, koja mogu nastati
tokom obrade mesa na visokim temperaturama i otvorenoj vatri, odgovorni za potencijalne
prokancerogene efekte crvenog mesa [16]. Nasuprot tome, ishrana obogacéena kalcijumom, vlaknima,
vitaminom D, kao i vo¢em i povréem deluje protektivno i smanjuje incidencu pojave CRC [10, 16].

Jedan od faktora rizika za razvoj CRC je i duvanski dim. U prilog tome govori studija koja je
pokazala vezu izmedu pusenja 20 ili vise cigareta dnevno i dvostrukog rizika za MSI+ tumore u odnosu
na nepusace [35]. Vise istrazivanja je, pored MSI, puSenje povezalo i sa vecim rizikom za razvoj
metilacionog fenotipa CpG ostrvaca i BRAF mutacija, kao i KRAS- wild tipa CRC [36]. Dodatno ¢vrsti
dokazi se mogu naci i kada je u pitanju veza izmedu CRC i konzumiranja alkoholnih pi¢a. U poredenju
sa osobama koje ne konzumiraju, ili povremenom konzumiraju alkoholna pi¢a, umereno Kkoriséenje
alkohola (>1-4 pi¢e po danu) je rezultovalo uveéanjem rizika za CRC za 21%, dok je kod ucestale
konzumacije alkohola (>4 pi¢a po danu) taj rizik bio uvecan za ¢ak 52% [37].

Shodno svemu navedenom, smatra se da se oko 16-71% slu¢ajeva nastanka CRC moze pripisati
promenljivim faktorima rizika [4]. Teznja ka poboljSanju prevencije i tretmana multifaktorskih bolesti
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poput CRC su dovele do razvoja novog polja medicine - molekularne patoloske epidemiologije (MPE),
koja se bavi izucavanjem korelacija spoljasnjih i unutra$njih faktora rizika za nastanak bolesti,
istovremeno procenjuju¢i molekularne karakteristike tumora i njegove progresije [4]. | dok se na polju
MPE pojavljuju nove poddiscipline kao $to su: imuno-MPE, farmako-MPE, mikrobiom-MPE, posebno
obecavajucom se smatra GWAS-MPE [38, 39]. U odredenom smislu, prethodnicom GWAS-MPE se
moze smatrati ispitivanje gensko-genskih interakcija, kao i interakcija urodenih ¢inilaca- polimorfnih
varijanti gena i faktora okoline. Za evaluaciju spomenutih interakcija razvijen je softverski paket:
program redukcije multidimenzionalnosti (multidimensionality reduction program, MDR) [40]. Gensko-
genske interakcije, kao i interakcije gena i faktora spolja$nje sredine, Se smatraju vaznim ¢iniocima
patogeneze CRC, s obzirom da modifikuju podloznost pojedinca ka razvoju karcinoma. Stoga,
ispitivanjem ovih interakcija se moze kompletirati sveobuhvatna procena rizika za CRC.

1.1.4 Skrining i dijagnostika CRC

Kako stopa petogodisnjeg prezivljavanja iznosi 90% za pacijente sa lokalizovanom bolescu, a
samo 13,1% za pacijente sa metastazama, jasan je znacaj skrininga i rane dijagnostike CRC [2].
Kolonoskopija sa polipektomijom predstavlja dijagnosticki zlatni standard, pa samim tim i metodu izbora
za smanjenje incidence CRC [20, 41]. Troskovi masovnog skrininga u vecini zemalja jo$ uvek nisu
opravdani, s obzirom na cenu same kolonoskopije i neadekvatan obuhvat pacijenata ovim vidom
dijagnostike [1]. Shodno tome, manje invazivni testovi poput gvajak testa i imunotestova iz stolice, imaju
bolji odnos troskova i Koristi za pacijenta, pogotovo kada su u pitanju zemlje u razvoju [1]. Studije su
pokazale da redukcija mortaliteta izazvanog CRC primenom FOBT (fecal occult blood test) testa kao
jedne od skrining metoda iznosi 16% [20]. Sa druge strane stopa lazno pozitivnih rezultata (false
discovery rate, FDR) dobijena primenom FOBT je 80%, $to je pre svega uzrokovano neadekvatnom
pripremom pacijenata za test [20]. Nedovoljna specifi¢nost i osetljivost su karakteristiéne i za ostale
skrining metode, poput imunotestova iz stolice, analize DNK dobijene iz intestinalnih ¢elija nadenih u
stolici, pojedinih imaging tehnika, pa ¢ak i u slu¢aju serumskih biomarkera CEA i CA 19-9, koji su danas
sastavni deo rutinske laboratorijske prakse [20, 42]. Ipak, sprovedene ankete govore u prilog tome da bi
se ispitanici uvek radije opredelili za neinvazivne metode skrininga/dijagnostike [43]. Sama
kolonoskopija moze biti propracena komplikacijama poput krvarenja nakon uklanjanja polipa,
perforacijama i kardiopulmonalnim poremecajima, sto dodatno istiCe potrebu za razvojem novih,
neinvazivnih biomarkera [44].
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Savremena multidisciplinarna istrazivanja pokazuju da se Klinicka upotrebna vrednost
biomarkera moze povecati multimarkerskim pristupom dijagnostici i prognostici [45]. Multimarkerski
pristup podrazumeva povezivanje niza parametara, koji su indikatori promena u razli¢itim biohemijskim
procesima znac¢ajnim za karcinogenezu, kao i sveobuhvatnu analizu svakog od selektovanih markera sa
vise razli¢itih aspekata (genska ekspresija, plazmatska koncentracija, strukturna i funkcionalna svojstva).
Pravilan izbor serije biomarkera se vr$i oslanjajuci se na njihovu srodnost, medusobnu povezanost, kao
I na njihov znacaj u toku aktivacije viSestrukih mehanizama karcinogeneze. Genetski c¢inioci,
inflamatorni medijatori i pokazatelji naruSenih metabolic¢kih procesa se izdvajaju u etiopatogenezi CRC
[46], pa se moze pretpostaviti da bi panel genetskih, inflamatornih i metabolickih parametara mogao
imati adekvatan prediktivni i dijagnosticki potencijal. Novija istrazivanja 0 visestepenom razvoju
karcinoma ukazuju i na ulogu tumorske mikrookoline, odnosno imunih ¢elija, kako u pogorsanju, tako i
u regresiji bolesti [47]. Heterogenost poremecaja imunog sistema u sklopu patogeneze CRC predstavlja
vazno polje istrazivanja s ciljem razvoja imunomodulatorne terapije i dijagnostickih testova [47]. Shodno
tome, pokazatelje izmenjenog imunog odgovora treba razmotriti kao potencijalne komponente u okviru
multimarkerskog pristupa dijagnostici i prognostici [48]. Imajuci u vidu karakteristike karcinoma, jasno
je da bi multiparametarski pristup mogao postici zna¢ajno visu dijagnosticku i prognosticku efikasnost u
odnosu na trenutno dostupne pojedina¢ne biomarkere. Klasteri biomarkera predloZenih za skrining CRC
su prikazani na slici 4.

Mikrosatelitska Hromozomska
nestabilnost (MSI) nestabilnost (CIN)
Metilacija DNK Lymoh gaes 2 o vess Mutacije DNK

— 5 Biomarkeri inflamacije
Tumor specifi¢an otisak

iRNK

Biomarkeri angiogeneze

Dinamika izmene
.. Ascendr ; - Descending
duzine telomera colon - :

Neinvazivni biomarkeri

Y Tumor specifian otisak
(krv i stolica)

mikro RNK (miRNK)

Slika 4. Celijski i molekularni markeri povezani sa razvojem razli¢itih formi CRC

Preuzeto uz adaptaciju iz: Aghagolzadeh P, Radpour R. New trends in molecular and cellular biomarker discovery for
colorectal cancer. World J Gastroenterol 2016; 22(25): 5678-5693
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1.2 Biohemijske odlike CRC

Kao $to je poznato, Vviabilnost tumora zavisi od vise biohemijskih karakteristika maligno
izmenjenog tkiva. Za maligne bolesti je karakteristicna deregulacija ¢elijskih energetskih izvora, kao i
inflamacija posredovana tumorom. Smatra se da lucenje proinflamatornih medijatora pospesuje
oslobadanje faktora rasta tumora i faktora angiogeneze. Takode, tipi¢na karakteristika malignih tumora
je izbegavanje imunog odgovora, odnosno imunosupresija u tumorskoj mikrookolini koja se postize
lu¢enjem citokina od strane malignih ¢elija. Koriste¢i nestabilnosti u genomu i mutacije U DNK-
reparacionim mehanizmima, tumor nishodno regulise inhibitore razli¢itih faktora rasta i njihovih
receptora, te samim tim pospesuje sopstveni razvoj [4, 49]. Replikativnu besmrtnost dostize inhibicijom
mehanizama koji indukuju apoptozu, uz poja¢anu aktivnost telomeraza, te tako tumor izbegava, kako
apoptotske medijatore, tako i ostale vidove Celijske smrti (nekrozu). Na kraju, treba navesti i
remodelovanje ekstracelularnog matriksa, odnosno epitelno-mezenhimalnu tranziciju (EMT), koja
tumoru omogucava invazivnost i povetava moguénost razvoja metastaza [4, 49]. U slucaju CRC,
poseban akcenat se moze staviti na poremecaje imuniteta i inflamatornog odgovora, EMT, kao i na
narusenu lipidnu homeostazu, inace blisko povezanu sa poremecajima redoks balansa.

1.2.1 Poremecaji energetskog metabolizma u CRC

1.2.1.1 Poremecaji metabolizma lipida

Danas je potvrdeno da mnogi od prethodno navedenih, kako naslednih, tako i promenljivih
¢inilaca razvoja CRC, izazivaju poremecaje energetskog metabolizma [50]. Tokom procesa maligne
transformacije, desavaju se brojne metabolicke adaptacije, $to kao odgovor na izmene u tumorskoj
mikrookolini, sto kao posledica povecanih bioenergetskih zahteva celija [50]. Pored poznatog
Warburgovog efekta, odnosno hipoksi¢nih uslova u tumoru nastalih usled disproporcije izmedu rasta
tkiva i dostupnosti kiseonika, metaboli¢ki fenotip malignih ¢elija CRC odlikuju jo$ i pojacana
glutaminoliza, povecana sinteza masnih kiselina, ali i holesterola (metabolizam lipida u CRC je prikazan
na slici 5) [51]. Studije koje su analizirale koncentracije holesterola kod pacijenata sa CRC su dale
opre¢ne rezultate. Dok su neke ukazivale na povisenu koncentraciju holesterola kao faktor rizika za
razvoj maligniteta, ostale su isticale znacaj snizenih koncentracija ovog analita kao markera subklinickog
razvoja tumora [52, 53]. Pojedina istrazivanja su pokazala da egzogeni holesterol moze da aktivira
Hedgehog, fosfatidil-inozitol 3 kinaze (P13K)/Akt i Wnt/B-katenin signalne kaskade, tj. one kaskade koje
Su poznate po svojoj povezanosti sa ¢elijskom diferencijacijom i proliferacijom [54]. Dodatno, smatra se
da maligne c¢elije, osim §to koriste holesterol kao gradivnu komponentu ¢elijske membrane, preko
odgovarajuc¢ih metabolickih puteva dovode i do stvaranja metabolita koji su neposredno ukljuceni u rast
i metastaziranje tumora [55]. Zakljucci su suprostavljeni i kada se govori o povezanosti CRC sa nivoima
triglicerida (TG) i holesterola sadrzanog u lipoproteinima niske gustine (low density lipoprotein; LDL-
h). Naime, grupa istrazivaca je ukazala na vezu izmedu povisenih koncentracija LDL-h i progresije CRC
putem povecane produkcije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (reactive oxygene species, ROS) [56]. Chenxi
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Xie 1 sar. su takode istakli znacaj visokih koncentracija LDL-h i TG za predikciju pojave polipa [57],
dok su, nasuprot tome, Hong i sar. [58] ukazali na obrnutu relaciju izmedu koncentracija LDL-h i
limfovaskularne invazije tumora. Ipak, ono Sto treba istaci, jeste da su u veéini studija koncentracije
holesterola sadrzane u lipoproteinima visoke gustine (high density lipoprotein cholesterol; HDL-h) kod
pacijenata sa CRC konzistentno snizene [59, 60]. Bez obzira na literaturnu neusaglasenost kada je u
pitanju osnovni lipidni profil pacijenata sa CRC, skorasnja meta-analiza je pokazala da visoke
koncentracije ukupnog holesterola (UH) i TG, zajedno sa niskim koncentracijama HDL-h, predstavljaju
determinante povisenog rizika za razvoj CRC [60]. Takode, Park i sar. su predlozili scoring sistem za
predikciju napredovanja neoplazmi CRC, koji je ukljuc¢ivao koncentracije TG i HDL-h [61]. Odredivanje
osnovnog lipidnog statusa se smatra i dalje osnovnim elementom procene rizika za razvoj CRC, no
svakako bi bilo korisno ovim markerima pridodati parametre specifi¢nog lipidnog profilisanja, kako bi
se dobio sveobuhvatniji, integrativni pristup koji bi ukljucio i funkcionalnost lipoproteinskih ¢estica.
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Slika 5. Naruseni metabolizam lipida u CRC. Deregulisana aktivnost enzima koji uéestvuju u lipogenezi i
oksidaciji masnih kiselina je predstavljena sa 1 $to implicira ushodnu regulaciju, | nishodnu regulaciju i sa |1 §to oznacava
nishodnu regulaciju u ranim fazama karcinogeneze, odnosno ushodnu regulaciju u kasnijem metastatskom karcinomu.

Preuzeto iz: Nenkov M, Ma Y, Galiler N, Chen Y. Metabolic Reprogramming of Colorectal Cancer Cells and the
Microenvironment: Implication for Therapy. International Journal of Molecular Sciences. 2021; 22:6262.
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1.2.1.2 Znacaj lipidoma. Specifi¢no lipidno profilisanje HDL cestica i povezanost
sa rizikom za razvoj CRC

Savremena istrazivanja strukturnih i funkcionalnih svojstava lipida u humanom organizmu
dovela su do uvodenja pojma lipidoma, koji u biomedicinskom kontekstu podrazumeva sveukupni lipidni
status, enzime, receptore i pripadajuce signalne puteve, te zauzima vazno mesto u regulaciji brojnih
metabolickih procesa, skladistenju energije, proliferaciji ¢elija i programiranoj ¢celijskoj smrti [62].
Istrazivanjem lipidoma dobija se uvid u poremecaje inaCe delikatno regulisane ravnoteze lipida.
Specifi¢no lipidno profilisanje se moze smatrati posebno znacajnim kada se radi 0 HDL cesticama, S
obzirom da one predstavljaju glavnu komponentu reverznog transporta holesterola (RTH) [63]. Dva
enzima ukljuc¢ena u RTH su primarno odgovorna za proces sazrevanja i funkcionalnost HDL cestica [64,
65]. Do sazrevanja HDL dolazi tako $§to nascentna, diskoidna Cestica preuzima slobodan holesterol iz
ekstrahepati¢nih ¢éelija [63]. Prvi korak u ovom procesu jeste sinteza glavne proteinske komponente
HDL, apolipoproteina Al (ApoAl), u jetri i intestinumu i njegov prelazak u plazmu. Preuzimanje
lipidnog sadrzaja se deSava interakcijom sa ATP-vezuju¢im kasetnim transporterom Al (ATP-binding
cassette transporter A1, ABCAL), pri cemu dolazi do formiranja nascentne diskoidalne HDL cestice
[63]. Takode, HDL mozZe da preuzme holesterol preko interakcije sa ATP-vezuju¢im kasetnim
transporterom klase G1 (ATP-binding cassette transporter G1, ABCG1) [63]. U slede¢em koraku se
slobodan holesterol esterifikuje lecitin-holesterol aciltransferazom (LCAT) [64], te sledstvenim
pakovanjem estara holesterola u jezgro, HDL cestica pocinje da poprima sferi¢an oblik. Zrele HDL
Cestice, pomocu holesterol-estar transfernog protein (CETP) dalje ucestvuju u bidirekcionoj razmeni
estara holesterola za TG sa LDL i drugih lipoproteina bogatih TG [65]. HDL na taj nacin ostvaruje svoju
antiaterogenu ulogu.

Prema meta analizama randomizovanih kontrolisanih studija, porast u koncentraciji HDL-h za
10mg/dL redukuje rizik za pojavu karcinoma za 36% [66]. Studije su ukazale i na ¢injenicu da pacijenti
sa razvijenijom, agresivnijom i slabo diferenciranom formom gastrointestinalnog tumora, tumora kolona
i rektuma (gradusi Il i V) imaju nize koncentracije HDL-h u odnosu na pacijente sa nerazvijenim,
srednje diferenciranim karcinomom [67]. Zhang i sar. [68] su takode ukazali ha povisene koncentracije
HDL-h u kancerogenom tkivu, u odnosu na parakancerogeno tkivo pacijenata sa CRC, dok su u studiji
Healy i sar. [69], serumske koncentracije HDL-h bile zna¢ajno povezane sa uznapredovalom bolescu,
odnosno sa metastazama na limfnim ¢vorovima. Niske preoperativne koncentracije HDL-h su uoc¢ene
kod pacijenata sa Il i Il stadijumom CRC, te su bile u vezi sa losijom stopom prezivljavanja [70].
Dodatno, grupa autora [71] je pokazala znac¢ajnu vezu izmedu visokog odnosa UH/HDL-h sa prisustvom
KRAS mutacija u slu¢aju rektosigmoidnog karcinoma, tako da je HDL-h predlozen i kao prediktor
odgovora na terapiju. Sumirano, svi ovi podaci ukazuju na znacaj ispitivanja strukturnih i funkcionalnih
svojstava HDL u CRC.
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1.2.1.3 HDL ¢estica kao ucesnik energetskog metabolizma, inflamatornog 1 imunog
odgovora i regulacije redoks balansa

Pojam funkcionalnost HDL se odnosi na sposobnost ovih Cestica da vrse odredene funkcije u
energetskom metabolizmu, imunom i inflamatornom odgovoru, da ucéestvuju u odrzavanju redoks
ravnoteze, endotelne homeostaze i ostvarivanju razli¢itih ¢elijskih funkcija (slika 6) [72]. HDL je
najkompleksniji lipoprotein, buduc¢i da u njegov sastav ulazi preko 100 razli¢itih proteina, kao i razlicite
lipidne komponente, te su njegove uloge u organizmu mnogobrojne [73]. Naime studije su ukazale na
imunomodulatorna i anti-inflamatorna svojstva ApoAl, kao najzastupljenije proteinske komponente
HDL [74]. Dodatno, pokazano je da koncentracije HDL-h koreliraju sa imunim markerima poput CD3 i
CD8 u malignom tkivu kod pacijenata sa CRC, §to navodi na pretpostavku da su nivoi ApoAl, zajedno
sa HDL-h povezani sa pove¢anom regrutacijom T ¢elija i sledstvenim antitumorskim imunim odgovorom
[70]. S druge strane je pokazano da ovaj lipoprotein sprecava konverziju makrofaga u proinflamatorni
M1 fenotip, na taj nacin ublazavajuci proinflamatorni milje koji je tipi¢an za aterosklerozu, ali i za
karcinom [75]. Dodatno, istaknuta je i uloga enzima povezanih sa HDL cesticama, a pre svega
paraoksonaze 1 (PON-1) i mijeloperoksidaze, u odrzavanju redoks balansa u CRC [76, 77]. Zapravo,
opservaciona studija je pokazala da QQ i LL fenotipovi, u okviru Q192R i L55M polimorfizama PON-
1, imaju vecéu prevalencu medu pacijentima sa razvijenim karcinomom [78]. Ovo nadalje implicira znacaj
genetskih varijanti PON-1 za razvoj CRC, odnosno istiCe znacaj naslednih karakteristika u vezi sa
kvalitetom 1 kvantitetom HDL cestica kod pacijenata sa CRC. Prema tome, moze se slobodno re¢i da
uloga HDL u CRC prevazilazi RTH.
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Slika 6. Konsistuenti funkcionalnosti HDL i njihova pretpostavljena uloga u razvoju CRC. apoM-apolipoprotein M;
HE-holesterol estri; eNOS-endotelna azot-monoksid sintaza, MPO-mijeloperoksidaza; PON-1-paraoksonaza 1; Sphkl-
sfingozin kinaza 1; VLDL-lipoproteini veoma niske gustine (very low density lipoprotein)

1.2.1.4 Povezanost dislipidemije i poremecaja prooksidativno-antioksidativnog
balansa u CRC

Nepovoljan lipidni status je Cesto udruzen sa neravnotezom U odnosu prooksidanasa i
antioksidanasa. ROS i reaktivne azotne vrste, poput hidrogen peroksida, hidroksilnog radikala,
superoksidnog anjona i peroksinitrita, predstavljaju produkte nepotpune redukcije kiseonika kao
nuspojave normalnog energetskog metabolizma [79]. lzvori oksidativnog stresa mogu biti endogeni,
poput mitohondrija, citohroma P450, peroksizoma, ili aktivacije inflamatornog odgovora, ali mogu biti i
egzogenog porekla [79]. Poznato je da reaktivne vrste kiseonika uzrokuju osteéenja celijskih membrana,
ostecenje DNK i peroksidaciju lipida [80, 81], sto rezultira uve¢anim rizikom za pojavu malignih bolesti
[82, 83]. ROS su povezivane i sa MSI u CRC, kao i sa epigenetskim modifikacijama [79]. Glavna
intracelularna ostecenja DNK uzorkovana ROS su jedno- ili dvolancani prekidi, kao i inace ucestale
genetske mutacije u CRC: TP53, KRAS, APC, BRAF [84]. Ranije objavljena studija je ukazala na povisen
nivo markera oksidativnog stresa kod pacijenata sa CRC. Poviseni nivoi karbonilnih proteina,
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uznapredovalih proizvoda oksidacije proteina i serumskog 8-hidroksideoksiguanozina su uoceni kod
pacijenata sa CRC, dok je aktivnost antioksidativnih enzima superoksid dizmutaze, katalaze i glutation
peroksidaze bila snizena, bas kao i koncentracija vitamina C i vitamina E [85]. lako su do sada brojni
molekuli bili predlozeni kao markeri povisenog oksidativnog stresa i oslabljene antioksidativne zastite,
istovremeno merenje svih prooksidanasa i antioksidanasa u sklopu prooksidativnog/antioksidativnog
balansa (PAB) bi moglo pruziti kompletniju informaciju o redoks statusu pojedinca [86], te bi ovaj
parametar bio koristan u cilju procene rizika za nastanak CRC.

L VA 4

Cestice. HDL je jedinstven medu lipoproteinima jer sadrzi vise molekula ukljué¢enih u antioksidativnu
zastitu, dok se glavnim nosiocem njegovog antioksidativnog potencijala smatra enzim PON-1 [87].
Enzim PON-1 je klasifikovan kao laktonaza, s obzirom da lipofilni laktoni predstavljaju njegov primarni
supstrat [88]. Dodatno, PON-1 svojom esteraznom aktivnoscu degradira organofosfatne ksenobiotike
poput paraoksona, fenilacetata i nervnih agenasa [88]. Antioksidativna svojstva HDL se ostvaruju preko
PON-1 posredovane inaktivacije oksidovanih holesterol estara i fosfolipida, poput holesteril-linoleat
hidroperoksida, lipoproteinskih peroksida i hidroperoksida linolne kiseline [89]. Zapravo laktonazna
kataliticka aktivnost je ono Sto omogucava PON-1 da degradira lipidne perokside u ¢eliji 1 cirkuliSué¢im
lipoproteinima [88]. Prema tome, HDL posredno preko PON-1 ucestvuje u odrzavanju redoks ravnoteze,
te inhibiranjem oksidacije LDL Ccestica, ovaj lipoprotein na jo$ jedan nain ostvaruje svoje
antiaterosklerotske efekte. Pokazano je da izmenjeni sastav HDL ¢estica i nivo HDL-h uti¢u na aktivnost
PON-1 u bolestima povezanim sa aterosklerozom [87], te je pozeljno ispitati uticaj ovih promena i u
CRC.

1.2.1.5 Metabolicki efekti IGF1

U sklopu ispitivanja metabolickih poremecaja kod CRC, insulin kao i IGF1, predstavljaju
nezaobilazne komponente. IGF1 je mali peptid koji se sastoji od 70 aminokiselina, sa dva lanca - A i B
povezana disulfidnim vezama i C peptidom sac¢injenim od 12 aminokiselina [90]. Poznato je da insulin i
IGF1 osa ostvaruju komplementarne i vazne efekte na rast i metabolizam ¢elije [91]. Vise od 90%
cirkulisu¢eg IGF1 se nalazi u kompleksu sa proteinom koji vezuje insulinu sli¢an faktor rasta 3 (insulin-
like growth factor binding protein, IGFBP-3), dok se aktivhom formom smatra samo slobodan peptid
[91]. Prema tome bioloska aktivnost IGF1l je odredena njegovom lokalnom produkcijom, ali i
produkcijom IGFBP-3 i IGFBP-3 proteaze koja inace reguliSe dostupnost vezujuceg proteina [91]. Za
IGFB-3 postoje indicije da pored vezivanja IGF1, direktno ispoljava i antiproliferativne i pro-apoptotske
efekte [92, 93]. Funkcionisanje IGF1 ose u zdravim i maligno izmenjenim ¢elijama je prikazano na slici
7. IGF1 se prevashodno vezuje za IGF1 receptor (IGF1R), heterotetramer koji se sastoji od dve
ekstracelularne a subjedinice i dve transmembranske B subjedinice [90]. Vezivanjem za IGF1R, IGF1
indukuje autofosforilaciju samog receptora i fosforilaciju signalnih proteina sto vodi ka aktivaciji Akt,
PI3K, MAPK i B-katenin signalnih puteva koji dalje promovisu proliferaciju, prezivljavanje i migraciju
¢elija [94]. Osa IGF1l-odgovarajuci receptor, aktivacijom PI3K i kinaze regulisane ekstracelularnom
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signalizacijom (ERK), pokrece klju¢ne konstituente razvoja i progresije CRC, koji su tesno povezani i
sa “epidermal growth factor receptor”, EGFR signalizacijom [95], te i otpornos¢u na anti-EGFR
terapiju. Povezanost IGF1, kako sa razvojem CRC, tako i drugih malignih oboljenja je odavno istaknuta.
Najpre su studije na zivotinjskim modelima pruzile uvid u doprinos hormona rasta i IGF1 malignim
transformacijama celije [96]. Preliminarni podaci su takode pokazali da IGF1 u sprezi sa IGF1R,
promovise rast i malignu transformaciju adenomatoznih polipa [97]. Naime, studija koja je ispitivala
vezu izmedu ushodne ekspresije IGF1R, aktivacije Akt i ushodne regulacije antiapoptotskog proteina
Bcl-xL je dokazala da je IGF1R/Akt/Bcl-xL signalna osa uzro¢nik razvoja agresivnijeg tipa CRC [98].
U eksperimentima na ¢elijskim linijama karcinoma kolona je pokazano da IGF1 pojac¢ava produkciju
vaskularnog endotelnog faktora rasta, koji kao vazan angiogeni ¢inilac dalje pospeSuje rast maligniteta
[99]. Sa druge strane, ¢lanovi p53 familije (p63 i p73) kontrolisu proliferaciju ¢elija kolona posredstvom
nishodne regulacije IGF1R [100]. Sve ovo ukazuje na kompleksnost interakcija spomenutih ¢inilaca
IGF1 ose tokom razvoja CRC. Znacajno je istaci i gojaznost kao jo$ jednu vaznu sponu izmedu IGF1 i
CRC, imajudi na umu da povecana telesna tezina predstavlja faktor rizika za razvoj karcinoma [101], pri
¢emu jo§ utice i na nivoe ovog peptida [102, 103]. Nasuprot dokazima koje su pruzile osnovne studije,
klinicki podaci u vezi sa koncentracijama IGF1 kod pacijenata sa CRC su nekonzistentni. Dok je
nekoliko studija ukazalo na povisene nivoe IGF1 u CRC [104, 105], ostali autori su izveli suprotne
zakljucke [106, 107], te je vezu izmedu CRC i IGF1 potrebno podrobnije ispitati. Svemu ovome treba
pridodati i znacaj genskih alteracija IGF1. Polimorfne varijante IGF1 gena rs2946834 bi se mogle
smatrati znacajnim, s obzirom na lokaciju polimorfizma u 3' netranslatornom regionu i shodno tome
njegovom uticaju na stabilnost informacione ribonukleinske kiseline (iIRNK) [108, 109]. Dokazana je
povezanost ovog polimorfizma sa promenama u koncentraciji IGF1, dok je njegov znacaj istaknut i u
studiji koja je ispitivala njegov prognosti¢ki potencijal u CRC [109]. Stavie autori pomenute studije su
IGF1 razmatrali i kao moguci terapeutski cilj buduci da je njegov prognosticki znacaj potvrden kod
pacijenata sa metastazama CRC, koji su ujedno bili nosioci RAS ,,wild* tipa alela. Svakako, vredi ispitati
da 1i bi se dijagnosticki i prediktivni potencijal modela poboljsao ukoliko bi se IGF1 ukljucio u
integrativni panel biomarkera.
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Slika 7. Ekspresija i funkcija insulin/ IGF ose u normalnim i ¢éelijama CRC:(A) U zdravom tkivu insulin, IGF1 i IGF-2 se
vezuju sa visokim (neisprekidana linija) ili niskim (isprekidana linija) afinitetom za odgovarajuce receptore da bi aktivirali
supstrate za insulinski receptor (IRS) koji modifikuju vise puteva ukljuéenih u transkripciju gena, ¢elijsku proliferaciju i
apoptozu. IGFBP se ponasaju kao negativni regulatori koji modifikuju funkcije IGF1 i IGF-2

(B) U maligno izmenjenom tkivu pacijenata sa CRC u ushodnu regulaciju PI3K-Akt signalnog puta su ukljuéeni pove¢ana
ekspresija insulinskog receptora A i IGF1R, kao i prisustvo polimorfizama IRS-1 i IRS-2. Dodatno, nishodna regulacija
IGFPB3, kao i prekomerna ekspresija IGFBP2 pojacavaju funkciju IGF1 i aktivaciju intracelularnih signalnih puteva koji
doprinose poremecaju transkripcije gena, ¢elijskoj proliferaciji, diferencijaciji i apoptozi.

Preuzeto iz: Vigneri PG, Tirro E, Pennisi MS, Massimino M, Stella S, Romano C, Manzella L. The insulin/IGF system in
colorectal cancer development and resistance to therapy. Frontiers in oncology. 2015; 5:230.

1.2.1.6 Povezanost IGF1 i E-kadherina u CRC

E-kadherin je ¢lan kadherinske superfamilije proteina i ima vaznu ulogu u formiranju i
odrzavanju intercelularnih adhezivnih veza [110]. Produkt je CDH1 gena i sastoji se od citoplazmatskog
domena, transmembranskog domena i ekstracelularnog domena sa 5 kadherin-ponavljajucih sekvenci za
interakciju sa molekulima kadherina na susednim c¢elijama. Citoplazmatski domen interaguje sa
kateninima, ukljucujuci B-katenin i plakoglobin (y-katenin), da bi oni dalje posredovali u njegovom
vezivanju za aktinske filamente citoskeleta [111]. Studije su pokazale da nedostatak E-kadherina dovodi
do gubitka adhezije izmedu celija, §to promovise EMT 1 predstavlja znacajan doprinos tumorogenezi
[110, 112]. EMT je klju¢ni proces u embriogenezi, ali je takode jedan od predlozenih mehanizama
razvoja metastaza. Tokom EMT, veze izmedu epitelnih Celija se raskidaju, zajedno sa izmenom apikalno-
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bazalne polarnosti, citoskelet se reorganizuje i dolazi do promena u signalnim kaskadama koje definisu
¢elijski oblik, $to je dodatno praceno reprogramiranjem genske ekspresije [113]. Sve ovo dovodi do
porasta u mobilnosti ¢elija 1 podstiCe razvoj invazivnog fenotipa [113]. Pokazano je da su ove promene
povezane sa progresijom tumora i metastazama na limfnim ¢vorovima. Shodno tome, redukovana
ekspresija E-kadherina se dovodi u vezu sa uznapredovalim CRC [114]. Ipak, pojedine grupe istrazivaca
su ukazale na poviSene koncentracije E-kadherina u CRC, ali samo kada je u pitanju solubilna forma
proteina [115]. Studija sprovedena na 186 pacijenata sa CRC je pokazala da su preoperativne
koncentracije solubilnog E-kadherina bile povezane sa loSijom prognozom, odnosno da nivoi solubilnog
E-kadherina rastu sa progresijom bolesti ka vi§im stadijumima [116].

Istrazivanja takode sugeriSu da oCuvanje intestinalne epitelne homeostaze, moze biti posebno
naruseno u inflamatornom okruzenju tipi¢nom za maligne bolesti, kao i da sam E-kadherin ima svoje
mesto u inflamatornoj kaskadi [117, 118]. Takode, od znacaja moze biti i odnos E-kadherina sa IGF1.
Nedavne studije su pokazale da se IGF1 nalazi u recipro¢noj vezi sa E-kadherinom u razli¢itim tipovima
karcinoma [119-121]. Dodatno, pokazano je da su nivoi E-kadherina u ¢elijama CRC (HCT 116) sa
utiSanom ekspresijom IGFBP2, bili znacajno poviseni, Sto bi moglo da ukaze na potencijalnu ulogu
intracelularnog IGFBP2 u promociji EMT [122]. Sam IGF1 moze da ubrzava ¢éelijsku migraciju preko
regulacije E-kadherin/B-katenin kompleksa [123]. Shodno navedenom, vazno je ispitati odnos ovih
biomarkera u CRC, kao i dijagnosticki potencijal njihove pretpostavljene recipro¢ne zavisnosti.

1.2.1.7 Adipozno tkivo, adipocitokini i CRC

Odavno je poznato da adipozno tkivo ne sluzi samo za skladistenje energije, ve¢ predstavlja izvor
faktora rasta, hormona, citokina i adipocitokina [124]. Izmedu ostalih sekretuju¢ih molekula, izdvajaju
se leptin, adiponektin, angiotenzinogen, inhibitor aktivatora plazminogena 1 i rezistin [125]. Adipozno
tkivo se moze smatrati aktivnim ucesnikom urodenog imunog odgovora, u kome se upravo sekrecijom
citokina formira parakrina petlja izmedu adipocita i makrofaga, $to rezultuje sistemskom inflamacijom
niskog stepena koja pogoduje razvoju tumorske mikrookoline [124]. Danas je prepoznato da makrofage
u adipoznom tkivu predstavljaju vazan izvor inflamatornih citokina kao $to su TNF-a i IL-6 [125] (slika
8). Adipokini i citokini zajedno sa velikom koli¢inom lipida u tumorskoj mikrookolini promovisu
adheziju, migraciju i invaziju malignih c¢elija, odnosno podstiCu progresiju tumora i njegov
nekontrolisani rast [126].
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Slika 8. Uloga adipoznog tkiva i makrofaga u razvoju inflamacije i njihovi sistemski efekti.

Gojaznost je pracena hipertrofijom adipocita. Oslobodeni hemokini deluju hemotaksi¢no na monocite/makrofage, te
je povecana njihova infiltracija, $to dalje vodi u progresivnu inflamaciju uzrokovanu prekomernom produkcijom
proinflamatornih citokina poput TNF-o i IL-6. Do ovih efekata dolazi najpre usled deregulacije u sekreciji leptina,
adiponektina i rezistina. Proizvodi sekrecije makrofaga i adipokini mogu dalje da deluju parakrino ili autokrino §to pogorsava
inflamaciju u adipoznom tkivu. Narusena sekrecija adipokina na sistemskom nivou moze voditi ka smanjenju insulinske
osetljivosti u misi¢ima i jetri. Ovi efekti vode do povecane produkcije glukoze u jetri (glukoneogenezom i glikogenolizom),

dolazi do porasta koncentracije glukoze u plazmi i posledi¢no do poja¢avanja insulinske rezistencije.

Preuzeto iz: Coelho M, Oliveira T, Fernandes R. Biochemistry of adipose tissue: an endocrine organ. Archives of
medical science: AMS. 2013; 9:191-200.
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1.2.1.8 Metabolicki efekti adiponektina

Adiponektin predstavlja pleiotropni citokin koji pored uloge u energetskoj homeostazi, deluje
jos$ kao anti-apoptotski, antiinflamatorni i anti-angiogeni faktor [127]. Po strukturi je protein od 244AK
sekretovan u najvec¢oj meri od strane adipoznog tkiva [128]. Gen za sintezu adiponektina na hromozomu
3027 je prvi put opisan 1995. godine [125]. Strukturno, adiponektin je srodan familiji komplementa 1q,
sadrzi karboksilni-terminalni globularni domen, amino-terminalni kolageni domen i pokazuje visok nivo
homologije u sekvenci sa kolagenom VIII i X [125]. Svaki monomer adiponektina se sastoji od 3
domena: promenljivog N-terminalnog regiona, spiralne kolagenske ,,drSke* sastavljene od visestrukih
ponavljajucih sekvenci G — X — Y i karakteristicnog C-terminalnog globularnog domena od priblizno
140 aminokiselina [125]. Adiponektin postoji u dve cirkulisu¢e forme, kao globularni adiponektin i
adiponektin pune duzine (full lenght) [127]. Posttranslacioni i presekrecioni procesi imaju za posledicu
formiranje vise izoformi proteina u celiji i plazmi, ukljucujuci trimere (LMW, ~67 kDa), heksamere
(MMW, ~136 kDa) i multimere velike molekulske tezine (HMW, >300 kDa) [127]. Metabolicki efekti
adiponektina su danas u mnogome rasvetljeni. Smatra se da ovaj molekul moZe da inhibira
glukoneogenezu, poboljsava insulinsku osetljivost, stimulise beta oksidaciju masnih kiselina u skeletnim
misi¢cima i spreGava akumulaciju masti u jetri [129]. Svoje efekte ostvaruje preko tri do sada
identifikovana receptora: adiponektinskog receptora 1 (Adiporl), adiponektinskog receptora 2 (Adipor2)
i T-kadherina. Adiporl i Adipor2 se sastoje od intracelularnog amino-terminalnog i ekstracelularnog
karboksi-terminalnog segmenta [130]. Ovi receptori imaju sedam transmembranskih domena i po
topologiji su suprotni receptorima spregnutim sa G proteinom [130]. Adiponektinski receptori pokazuju
afinitet kako za adiponektin pune duzine (full length), tako i za globularni adiponektin, iako Adiporl vise
vezuje globularnu formu proteina, prvenstveno u misi¢nim i endotelnim ¢elijama, dok Adipor2 interaguje
i sa globularnim i sa full length adiponektinom prvenstveno u c¢elijama jetre [127]. Kompleks
adiponektina i Adiporl aktivira adenozin monofosfat-aktiviranu protein kinazu (AMPK) i promovise
oksidaciju lipida, dok Adipor2 povecava aktivnost liganda peroksizom-proliferator-aktiviranog receptora
(PPAR) [127]. Zapravo, kada je Adiporl stimulisan adiponektinom, odnosno kada adiponektin interaguje
sa karboksi-terminalnim domenom Adiporl, dolazi do pokretanja vise celijskih signalnih kaskada
ukljucujuéi serin/treonin kinazu Akt, fosfatidilinozitol-4,5-bifosfat-3-kinazu, IRS-1 i IRS-2, AMPK i
MAPK [130]. Klju¢ni signalni putevi nastali vezivanjem adiponektina za receptore su prikazani na slici
9.
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Slika 9. Klju¢ni signalni putevi adiponektina

Vezivanje adiponektina za odgovarajuéi receptor aktivira adaptorni protein sa plekstrinu homologim domenom (adaptor
protein containing a pleckstrin homology domain, APPL). APPL1 inicira signalnu transdukciju aktivacijom PPARa i
fosforilacijom AMPK i p38- MAPK. Fosforilisani AMPK inhibira lipogenezu i podsti¢e oksidaciju masnih kiselina, kao i
njihov transport u mitohondrije, fosforilacijom acetil-CoA-karboksilaze (ACCL1). Fosforilisana eNOS stimulise sintezu NO,
$to rezultira vazodilatacijom. Dodatno, adiponektin pokazuje citoprotektivne efekte jer aktivacijom AMPK suprimira
mammalian/mechanistic target of rapamycin mTOR i lkappaB kinase (IKK)-NF-xB- phosphatase and tensin homologue
deleted from chromosome 10 (IKK-NF-kB-PTEN) signalizaciju. Metabolicki efekti insulina su mahom kontrolisani PI3K-
Akt signalnom kaskadom. Kada je PI3K-Akt put aktiviran, sinteza glikogena i preuzimanje glukoze se povecavaju, ali je
lipoliza suprimirana. Osetljivost na insulin je jos vise povecana kada su IRS-1 i IRS-2 aktivirani adiponektinom.

Preuzeto iz Choi HM, Doss HM, Kim KS. Multifaceted physiological roles of adiponectin in inflammation and diseases.
International journal of molecular sciences. 2020 Jan;21(4):1219.

Daljim prouc¢avanjem signalnih puteva u koje je uklju¢en adiponektin, koris¢enjem multiplih gain
i loss-of-function animalnih modela, pokazano je da aktivnost ceramidaze mozda predstavlja klju¢ni
mehanizam odgovoran za pleiotropnu ulogu adiponektina u organizmu [131]. Naime pokazano je da
adiponektin stimulise aktivnost ceramidaze povezane sa adiponektinskim receptorima, $to dalje
pospesuje katabolizam ceramida i formiranje antiapoptotskog metabolita - sfingozin-1-fosfata, i to
najverovatnije mehanizmom nezavisnim od AMPK [132]. Ova otkri¢a sugerisu da adiponektinski
receptori imaju fundamentalnu ulogu u fizioloskom balansu ceramida i sfingozin-1-fosfata, usled ¢ega
dobijaju jos$ vise na znacaju [132]. Nasuprot Adiporl i Adipor2, uloga T-kadherina jos uvek nije dovoljno
rasvetljena [133]. T-kadherin se isklju¢ivo vezuje za MMW i HMW izoforme adiponektina, prvenstveno
u endotelnim i glatkim misi¢nim ¢elijama [131, 133]. Kako je ovaj protein vezan za plazma membranu
preko glikozil fosfatidil inozitola usled nedostajuce citoplazmatske sekvence, smatra se da se
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intracelularna signalizacija oslanja na jo$ uvek neidentifikovani ko-receptor ili mozda cak same Adiporl
i Adipor2 [131].

Vise studija je ukazalo na vezu izmedu niskih koncentracija adiponektina i razvoja CRC [128].
Stavise, kada su izvriene korekcije za mogudée faktore uticaja, inverzna relacija izmedu adiponektina i
rizika za CRC je i dalje postojala [134]. Dodatno, meta analiza studija izvedenih na muskoj populaciji
je pokazala da porast od 1 pg/mL u koncentraciji adiponektina smanjuje za 2% rizik za razvoj CRC
[135]. Kada su u pitanju Adiporl i Adipor2, primenom imunohistohemijskog bojenjenja, kao i
kvantitativne lancane reakcije polimerizacije (QPCR), nadeni su visi nivoi genske i proteinske ekspresije
u tumoru kolorektuma u odnosu na zdravo tkivo [136]. Nasuprot tome, druga grupa autora je pokazala
da sa napredovanjem T stadijuma tumora, stepen imonohistohemijskog bojenja na Adiporl opada.
Proporcionalno slabljenje imunohistohemijskog bojenja na Adiporl je bilo izraZenije u loSije
diferenciranom adenokarcinomu, nego u dobrom ili srednje diferenciranom tumoru [137]. Stepen
imunohemijskog bojenja na Adipor2 je pokazao znacajnu vezu sa limfovaskularnom infiltracijom, te je
ukazano na potencijalnu korisnost ovog markera u prognosticke svrhe [137]. Bez obzira na razlicite
zakljucke ovih, a i mnogih drugih studija, mehanizmi kojima adiponektin suprimira razvoj CRC su veé
predloZeni. Naime, u vise kolorektalnih ¢elijskih linija je pokazano da adiponektin direktno regulise
¢elijsku proliferaciju, adheziju i invazivnost, dok istovremeno kontrolise metabolicke puteve
[(AMPK)/S6], inflamatornu signalizaciju [signalni transduktor i aktivator transkripcije 3
(STAT3)/vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF)], kao i ¢elijski ciklus (p21/p27/p53/ciklini) [124].
Inhibicija prezivljavanja malignih ¢elija se postize kroz blokadu ¢elijskog ciklusa, apoptozu i redukovanu
aktivnost c-Jun N-terminalne kinaze (JNK)/STAT3, NF-kB, mTOR, Wnt i MAPK signalnih kaskada
[127]. Znacajni mehanizmi preko kojih adiponektin suprimira kolorektalnu karcinogenezu su prikazani
na slici 10. Zbog svega navedenog, ne iznenaduje ¢injenica o velikoj zainteresovanosti nau¢ne zajednice
za ulogu adiponektina i njegovih receptora u CRC [138].
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Slika 10. Mehanizmi preko kojih adiponektin suprimira kolorektalnu karcinogenezu

AMPK interferira sa Celijskim rastom preko mTOR signalnog puta i inhibira progresiju karcinogeneze, adheziju
¢elija tumora i migraciju. Dodatno, AMPK inhibira sintezu masnih kiselina, nishodnom regulacijom sintaze masnih kiselina.
Adiponektin redukuje rast tumora i proliferaciju kroz supresiju PI3K/AKkt signalnih puteva. S druge strane Wnt fosforilacijom
glikogen sintaza kinaze-3p (GSK3p), smanjuje se sposobnost ovog enzima da ukloni B-katenin iz ¢elijskog nukleusa. Na taj
nacin Wnt posredno uti¢e na pojacanu ekspresiju ciklina D1, podsti¢ucéi ¢elijski ciklus. Posredstvom adiponektina fosforilacija
GSK3p je onemogucena, te je i Celijski ciklus maligno izmenjenih ¢elija suprimiran. Smanjenjem fosforilacije STAT-3
ukljuc¢enog u JAK/STAT signalizaciju, adiponektin redukuje proliferaciju ¢elija.

Preuzeto iz:Srivani G, Dariya B, Nagaraju GP, Alam A. Adiponectin Signaling in Colorectal Cancer.
InTheranostics Approaches to Gastric and Colon Cancer 2020 (pp. 29-48). Springer, Singapore.

1.2.2 Poremecaji imuniteta i inflamacije

1.2.2.1 Adiponektin kao ucesnik imune homeostaze

Prethodne studije su istakle znac¢aj ukrstanja adipocitokinskih signalnih puteva sa kaskadama
pokrenutim od strane imunih medijatora [139]. Prema tome, adiponektin se moze posmatrati kao
regulator metabolicke ravnoteze, ali i kao protein povezan sa imunoloskim odgovorom. Metaboli¢ka
uloga adiponektina u CRC je ve¢ detaljno ispitana, a njegova uloga u ocuvanju imune homeostaze danas
postaje sve znacajnija. Naime, sve Vvise paZnje se posvecuje ulozi adiponektina u imunomodulaciji, s
obzirom na njegov znacaj za polarizaciju i plasti¢nost monocita/makrofaga [140]. Ovo je posebno
znacajno ako se zna da M1, ili klasi¢no-aktivirane makrofage, ushodno regulisu produkciju
proinflamatornih citokina, ukljuc¢uju¢i TNF-a, IL-6 i IL-12, dok istovremeno povecavaju produkciju
ROS [140,141]. Nasuprot njima M2, ili alternativno aktivirane makrofage polarizovane sa IL-4 i IL-13,
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ucestvuju u oksidativnom metabolizmu, reparaciji tkiva i blokadi inflamacije [140,141]. Pokazano je da
adiponektin suprimira aktivaciju M1 makrofaga i nishodno regulise markere poput TNF-a, monocitnog
hemoatraktantnog proteina 1 (MCP-1) i IL-6 [141]. S druge strane, adiponektin pomera ravnotezu ka M2
fenotipu, uz ushodnu regulaciju arginaze 1, galaktoza-tip lektina 1 u makrofagama (Macrophage
galactose-type lectin-1, MGL1) i IL 10 [141]. Eksperimentalno je utvrdeno da su M2 makrofage u stanju
i da suprimiraju inflamatorni odgovor M1 makrofaga u neposrednoj blizini, a jacanje antiinflamatornog
odgovora M2 subpopulacije makrofaga se delom pripisuje i adiponektinu [142]. Uloga Adiporl u
makrofagama je ve¢ rasvetljena 1 povezana sa nishodnom regulacijom proinflamatorne kaskade
posredovane NF-xB, dok je pretpostavljena uloga Adipor2 indukcija polarizacije makrofaga ka M2
subpopulaciji [141].

Pored svega navedenog, znacaj adiponektina i njegovih receptora u CRC je dodatno naglasen
brojnim studijama koje su ukazale na povezanost odredenih SNP sa razvojem maligniteta [143].
Polimorfizmi gena ADIPOQ i ADIPOR1 mogu biti uzro¢nici nepravilnog funkcionisanja adiponektinske
ose, te mogu imati vazne klinicke implikacije u razlicitim bolestima. Kako su pojedine studije istakle
veci znacaj adiponektinskih efekata posredovanih Adiporl kaskadom pre nego vezivanjem adiponektina
za Adipor2, pogotovo kada je u pitanju CRC [144], od znacaja je istrazivanje polimorfizama gena za
ADIPOQ (rs266729) i ADIPORL1 (rs7539542 i rs1342387). Naime, studije su ukazale na vezu izmedu
ADIPOQ rs266729 polimorfizma i povecanog rizika za razvoj CRC [145, 146]. Takode je pokazano da
nosioci T alela u slucaju rs1342387 ADIPOR1 polimorfizma imaju nizi rizik za razvoj bolesti [147]. S
druge strane meta analiza je istakla vezu istog polimorfizma, ali ne i rs7539542 (C/G) ADIPORL sa
povecanim rizikom za razvoj CRC na podrucju Azije [148]. Smatra se da diverzitet u studijama potice
od razlika u etni¢koj pripadnosti populacija.

Imajuc¢i u vidu da su rezultati studija o interakcijama adiponektin-Adipor 1/Adipor2, kao i
njihovim ulogama u razvoju CRC neuskladeni, kako na proteinskom, tako i na genetskom nivou,
potrebno je sprovesti opseznija istrazivanja [136, 137]. Treba takode naglasiti da je nivo ekspresije ovih
biomolekula dobro ispitan u tkivima, ali znatno manje u mononuklearnim celijama periferne Krvi
(peripheral blood mononuclear cells, PBMC). S druge strane, kako moderna dijagnostika tezi ka razvoju
minimalno invazivnih procedura, novi biomarkeri adiponektinske homeostaze koji se mogu detektovati
u venskoj krvi su pozeljni. U tom smislu PBMC predstavljaju vrlo zahvalan bioloski materijal, koji s
jedne strane omogucava ispitivanje promena imunog odgovora posredovanog adiponektinom u CRC, a
s druge strane je lako dostupan i prihvatljiv za pacijenta.

1.2.2.2 TNF-a kao medijator imunog odgovora i inflamacije

Pored poremecaja u metabolizmu i imunom odgovoru, za progresiju karcinoma je karakteristi¢na
i inflamacija [149, 150]. Znacajan proinflamatorni medijator, ¢ija je uloga u karcinomu kolona posebno
istaknuta je TNF-a [150, 151]. Ovaj protein se primarno sintetiSe u ¢elijama imunog sistema (monociti,
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makrofage, prirodne celije ubice (natural killer (NK) cells), T limfociti, mast ¢elije, neutrofili) [152].
Postoji u formi transmembranskog proteina i aktivan je, ili kao homotrimer na povrsini sekretujuéih
¢elija, ili kao solubilni homotrimer koji se formira od C-terminalnog kraja membranskog oblika pod
uticajem TNF-a-konvertuju¢eg enzima (metaloproteinaze ADAMS17) [153]. TNF-a svoje efekte
ostvaruje posredstvom dva receptora: TNFR1 i TNFR2 i citozolnog adaptorskog proteina [153]. Smatra
se da pleiotropni efekti TNF-a nastaju ne samo kao posledica postojanja dveju formi, ve¢ i usled slabe
homologije ligand vezujué¢ih domena, kao i potpunog odsustva homologije intracelularnih domena
receptora, koji pokrecu intracelularnu signalnu kaskadu pomocu scaffold proteina [152]. Studije su
pokazale da vezivanje TNF-a za odgovarajuci receptor dovodi do aktivacije NF-«B i aktivator protein 1
(AP-1) signalne kaskade, sto rezultuje produzenim prezivljavanjem celija [154]. Pored doprinosa
¢elijskom prezivljavanju i proliferaciji, signalizacija posredstvom TNFR1 moze voditi ka formiranju
DISC kompleksa (death-inducing signalling complex) i moze indukovati apoptozu, odnosno nekroptozu
¢elija (programirana Celijska smrt okarakterisana bubrenjem celije i lizom) [153]. Detaljna signalna
kaskada koju pokre¢e TNF-a sa sledstvenim efektima ovog glikoproteina je objasnjena na slici 11. U
¢elijskim linijama tumora nedostaju inhibitori ove signalizacije koji su ina¢e prisutni u zdravim ¢elijama,
pa je ovaj mehanizam prepoznat kao jedan od razloga zbog kojih u in vitro uslovima TNF-a dovodi do
nekroptoze celija karcinoma [153]. Signalizacija posredstvom TNFR2 s druge strane moZe da aktivira
endotelnu/epitelnu tirozin kinazu (Etk) sa ulogom u celijskoj adheziji, migraciji, proliferaciji i
prezivljavanju, tako da umesto nekroticnog efekta, TNF-a na ovaj nacin deluje kao autokrini signal za
prezivljavanje ¢elija karcinoma [153]. TNF-a je identifikovan i kao medijator urodenog i steGenog
imuniteta, koji dovodi do antitumorskog odgovora T-¢elija [155]. Antitumorska uloga TNF-a se
ostvaruje unistavanjem strome tumora posredstvom aktivacije citotoksi¢énih T limfocita ili tumor-
infiltriraju¢ih makrofaga, kao i aktivacijom tumor-infiltriraju¢ih dentriti¢nih ¢elija [155]. lako uloga
TNF-o nije u potpunosti rasvetljena i u literaturi opisana kao dualna, ovaj citokin je prepoznat kao
posebno znaCajan za kolorektalnu karcinogenezu [150]. Zanimljivo je da su studije pokazale da
adiponektin ima strukturnih sli¢nosti sa TNF-a [128]. Stavise, adiponektin se smatra vaznim faktorom
uticaja na promene koncentracije TNF-o i obrnuto [156, 157]. Primera radi, protektivni efekti
adiponektina kroz Adiporl-zavisnu aktivaciju, su ostvareni redukcijom proinflamatornog efekta TNF-a
u endotelnim ¢elijama pupcane vene [158]. Medutim, ovakva povezanost nije ispitivana u CRC. Vazno
je apostrofirati i znacaj genskog polimorfizma TNF-a za proces kolorektalne karcinogeneze. U ovom
smislu se moze izdvojiti SNP TNF-a -308 G>A (rs1800629), posebno ako se uzme u obzir njegova
lokalizacija u promotorskom regionu gena i sledstveni uticaj na sintezu ovog glikoproteina [159]. Naime,
pokazano je da prisustvo TNF-a -308 AA/GA genotipa kod pacijenata sa ulceroznim kolitisom dovodi
do viseg rizika za razvoj CRC [160]. Dodatno je uocena veza ovog SNP sa klinickim karakteristikama
CRC, kao i sa udaljenim metastazama kod pacijenata sa karcinomom rektuma [161].
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Slika 11. TNF- o posredovana Celijska smrt

Vezivanjem TNF-a za TNFRL1 inicira se proinflamatorna signalizacija, kao i signalizacija za prezivljavanje ili ¢elijsku smrt

kroz aktivaciju apoptoza signalne kinaze 1 (apoptosis signaling kinase 1, ASK1). Ovo dalje rezultuje aktivacijom JNK i p38-
MAPK puta.

Alternativno TNFR1 moze da inicira formiranje signalnog kompleksa smrti (death-inducing signaling complex, DISC) koji
dovodi do ¢elijske smrti kroz apoptozu ili nekroptozu (Celijska smrt okarakterisana bubrenjem celija i lizom). Po vezivanju
TNF-TNFRI1 dolazi do formiranja signalnog kompleksa 1 [¢ine ga 3 komponente: adaptor protein -TNF receptor associated
death domain protein (TRADD); serin/treonin kinaza- receptor interacting protein kinase -1 (RIPK-1); E3 ubikvitin ligaza -
TNF receptor-associated factor (TRAF2)]. Par sati nakon formiranja, signalni kompleks 1 regrutuje adaptorski protein poznat
kao Fas-povezani domen smrti (FADD), formiraju¢i DISC. DISC dalje moze da regrutuje i promovise autokataliticku
aktivaciju pro-kaspaza 8 i 10 koje dalje proteoliticki aktiviraju efektor kaspaza 3 i 6 §to sve vodi ka apoptozi.

Preuzeto iz Waters JP, Pober JS, Bradley JR. Tumour necrosis factor and cancer. The Journal of pathology. 2013 ;230:241-
248.
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1.2.2.3 Uloga rezistina u inflamaciji i potencijalna povezanost sa razvojem CRC

Rezistin je po strukturi peptid bogat cisteinom koji se sastoji od 108 aminokiselina, tezine 12,5
kDa [162]. Gen za rezistin (RETN) je mapiran je na p13.3 kraku hromozoma 19 [162]. lako se primarno
smatrao adipocitokinom, translaciona studija autora Schwartz i Lazara je pokazala da humani rezistin
primarno poreklo vodi iz PBMC, makrofaga, ¢elija kostane srzi, a ne iz adipocita [163, 164]. Kao ¢lan
porodice rezistinu-sli¢nih molekula (sekretornih proteina povezanih sa aktivacijom inflamacije), rezistin
regulise inflamatorni odgovor, posreduje u metaboli¢kim poremecajima i podstice progresiju karcinoma
[164]. Povisene koncentracije rezistina su opisane u dijabetes melitusu, metabolickom sindromu i
inflamatornim bolestima creva [165-167], dok su prethodne studije pokazale da su povisene
koncentracije rezistina u vezi i sa uveé¢anim rizikom za razvoj CRC [124]. Pretpostavlja se da rezistin
doprinosi progresiji karcinoma, stimulisu¢i rast i proliferaciju malignih ¢elija, no eksperimenti
sprovedeni radi potvrdivanja ovih tvrdnji su rezultovali opre¢nim zapazanjima [168]. Nasuprot
diskutabilnoj ulozi rezistina u ¢elijskoj proliferaciji tokom tumorogeneze, njegova veza sa inflamacijom
u malignim bolestima je nedvosmislena [169]. Medutim, nepoznanica je da li rezistin doprinosi i
dislipidemiji koja se ¢esto moze uociti u CRC [60]. Veza rezistina sa HDL ¢esticama moze biti posebno
intrigantna, s obzirom na njihov znacajan doprinos antiinflamatornom i antioksidativnom kapacitetu
plazme. Moguca povezanost rezistina sa koncentracijom HDL-h, kao i aktivnoséu PON-1 je jo§ uvek
nedovoljno istrazena, kako generalno, tako i u CRC. Imajuéi u vidu prethodno reéeno, rezistin bi mogao
biti jedan od potencijalnih biomarkera CRC, sa znacajnom ulogom u ispitivanju interakcija inflamacije,
dislipidemije i karcinogeneze. U ovom kontekstu istrazivanje interakcija izmedu rezistina, HDL-h i
PON-1, kao pokazatelja poremecene inflamatorne, lipidne i redoks ravnoteze, moze biti korisno u
definisanju ta¢nih panela biomarkera za detekciju povisenog rizika za razvoj CRC.

S obzirom da je znacaj rezistina potvrden u razli¢itim patoloskim stanjima, tragalo se za
adekvatnim receptorom preko kojih ovaj protein ostvaruje svoje efekte. Istrazivanja su pokazala da se
rezistin moze vezati za Vvise receptora: misju izoformu dekorina, misji tyrosine kinase-like orphan
receptor 1 (ROR1) i Toll like receptor 4 (TLR-4), ali i za protein udruzen sa adenilat ciklazom 1
(Adenylyl Cyclase-Associated Protein 1; CAP-1) [170-173]. Kod ljudi se TLR4 smatrao glavnim ciljnim
mestom za vezivanje rezistina [172] (neki od najvaznijih signalnih puteva rezistina u karcinomu,
ostvareni preko TLR4 su prikazani na slici 12), sve dok Sahmin Lee i sar. nisu ukazali na znacaj
interakcije rezistina sa CAP-1 [173]. lako se CAP-1 moZe nai u razli¢itim tkivima, njegova najveca
zastupljenost je u PBMC i kostanoj srzi. Naime, autori su potvrdili da kompleks rezistin-CAP-1 dovodi
do aktivacije protein kinaze A (PKA) i NF-xB signalnog puta, $to rezultuje produkcijom
proinflamatornih citokina (slika 13) [173]. lako su visoke koncentracije rezistina povezivane sa CRC
[174], genska ekspresija CAP-1 je bila uglavnom ispitivana u kardiovaskularnim bolestima [175], tako
da je interakcija rezistin-CAP-1 jo§ uvek neistrazena kod pacijenata sa CRC. Ipak, izu¢avanje mogucih
obrazaca poremecaja interakcija receptor-protein, moze biti posebno znacajno za predikciju rizika,
prevenciju i personalizovani tretman kako CRC, tako i bilo kog drugog oboljenja [176]. Dodatno,
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moderni koncept personalizovane medicine je u velikoj meri baziran na razumevanju povezanosti
genetskih i epigenetskih poremecaja sa individualnim klinickim ishodom [177]. S obzirom da
predstavljaju jedan od glavnih izvora genetskog diverziteta, SNP treba uzeti u obzir i prilikom ispitivanja
moguce uloge rezistin-CAP-1 interakcije u razvoju CRC. Naime, vise studija je ukazalo na vezu
polimorfizma RETN -420 C/G (rs1862513) sa povisenom incidencom CRC [178]. U tom smislu, bilo bi
znacajno istraziti uticaj ovog SNP na koncentraciju proteina, kao i na gensku ekspresiju rezistina i CAP-
1.
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Slika 12. Prikaz signalizacije pokrenute vezivanjem rezistina za TLR4

Vezivanjem rezistina za receptor dolazi do aktivacije dve razlicite signalne kaskade. Prva je ushodna regulacija
PI3K-AKT-NFKB signalnog puta. Druga je aktivacija p38-MAPK signalnog puta, koja je pracena ushodnom regulacijom
NFkB. NFKB dalje pokrece tri razli¢ita puta: prvi dovodi do pojacane produkcije inflamatornih citokina i regrutovanja imunih
¢elija, Sto je praceno porastom u produkciji ROS i oStec¢enjem Celija; drugi je ushodna regulacija adhezionih molekula ICAM-
11 VCAM-1, koji dovode do poveéane adhezije ¢elija karcinoma za endotel; tre¢i je ushodna regulacija stromal cell-derived
factor-1 (SDF-1) koji promovise razvoj tumora i metastaze.

Preuzeto iz: Booth A, Magnuson A, Fouts J, Foster M. Adipose tissue, obesity and adipokines: role in cancer
promotion. Hormone molecular biology and clinical investigation. 2015; 21:57-74.
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Slika 13. Prikaz signalizacije pokrenute vezivanjem rezistina za CAP-1 receptor. Rezistin uzrokuje pro-inflamatorno
stanje preko NF-xB-zavisne signalizacije

Preuzeto iz: Tripathi D, Kant S, Pandey S, Ehtesham NZ. Resistin in metabolism, inflammation, and disease. The
FEBS journal. 2020; 287:3141-3149.

Da bi se zdravstvena zaStita razvijala u pravcu pouzdane prediktivne, preventivne i
personalizovane medicine (PPPM) neophodno je razvijati sloZeniji laboratorijski pristup od postojeceg.
Ovakav pristup prevenciji, dijagnostici i leCenju uzima u obzir genetsku varijabilnost, faktore okruzenja,
kao 1 zivotni stil pojedinca, odnosno multidimenzionalne interakcije internih i eksternih faktora pri
proceni predispozicije pojedinca za razvoj bolesti, tok bolesti i odgovor na terapiju [177]. U tom smislu,
neophodno je detektovati panel biomarkera koji ¢e u okviru laboratorijske medicine reflektovati teznje
PPPM. Shodno svemu navedenom, moze se zaklju¢iti da integrativni pristup, koji bi obuhvatio
istovremeno odredivanje viSe parametara koji odslikavaju naruSen energetski metabolizam, redoks,
imunu i inflamatornu ravnotezu, predstavlja obe¢avajucu strategiju u proceni rizika, skriningu i ranoj
dijagnostici CRC.
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2. Ciljevi istrazivanja

Multimarkerski pristup koji ukljucuje ispitivanje plazmatske koncentracije proteina,

genske ekspresije i polimorfizama od znacaja moze da predstavlja osnov razvoja visoko

osetljivih 1 specificnih dijagnostickih i prediktivnih alata za kompleksna oboljenja poput

CRC. Osim toga, ovakvi modeli poseduju i potencijal za pracenje individualizovane terapije.

Relativno neinvazivan postupak uzorkovanja donosi znacajnu prednost ovom potencijalnom

pristupu u predikciji nastanka i1 ranoj dijagnostici CRC. U tom smislu, ciljevi naSeg

istrazivanja su bili sledeci:

3
o

3
o

Ispitati karakteristike osnovnog lipidnog profila kod pacijenata sa CRC i utvrditi
razlike u odnosu na zdrave osobe.

Ispitati promene parametara specificnog lipidnog profilisanja (enzimska aktivnost
LCAT i CETP, masena koncentracija CETP, paraoksonazna i arilesterazna aktivnosti
PON-1) i glavnog pokazatelja oksidativnog stresa, PAB, kod pacijenata sa CRC u
odnosu na kontrolnu grupu.

Ispitati razlike u nivoima ekspresije gena rezistina, CAP-1, Adiporl, Adipor2 i TNF-
o u PBMC pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu.

Primenom bioinformati¢ke gene set enrichment (GSE) analize online dostupnih baza
transkriptomskih podataka utvrditi povezanost nivoa iIRNK Adiporl/ Adipor2 i
genskih setova vezanih za signalne puteve od znacaja za razvoj CRC. Ispitati
transkriptomski profil adiponektinskih receptora i TNF-a u odabranim bazama
podataka.

Odrediti plazmatske koncentracije rezistina, IGF-1 i E-kadherina kod obe grupe
ispitanika u cilju evaluacije njihovog znacaja u okviru poremecaja homeostaze lipida
i inflamatornih medijatora u CRC

Ispitati korelacije nivoa ekspresija gena rezistina, Adiporl, Adipor2, TNF-a i CAP-1
u PBMC, kao i plazmatskih koncentracija rezistina, IGF-1 i E-kadherina sa
antropometrijskim karakteristikama ispitanika i tradicionalnim lipidnim i nelipidnim
faktorima rizika za CRC.

Ispitati razlike u frekvenci genotipova ispitanika u sklopu polimorfizama za ADIPOQ
(rs266729), RETN (rs1862513), ADIPOR1 (rs7539542, rs1342387), TNF-a
(rs1800629) i IGF-1 (rs2946834).

Ispitati povezanost genskih ekspresija i polimorfizama ciljnih gena sa plazmatskim
koncentracijama proteina, kao i medusobnu povezanost ispitivanih polimorfizama i
genskih ekspresija.

Utvrditi postojanje razlika u ispitivanim biomarkerima u zavisnosti od gradusa i
stadijuma CRC.
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Utvrditi potencijal istrazivanih biomarkera za predikciju prisustva i dijagnozu CRC.
Na osnovu karakteristika i1 identifikovane medusobne povezanosti pojedinacnih
biomarkera formirati odgovaraju¢e multimarkerske modele za predvidanje pojave
CRC.

Primenom analize ROC krive ispitati dijagnosti¢ku tacnost pojedina¢nih biomarkera,
kao i dobijenih multimarkerskih modela.

Primenom MDR softvera evaluirati prisustvo gensko-genskih interakcija i interakcija
gena sa faktorima spoljasnje sredine.
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3. Materijal i metode

3.1 Ispitanici

Ovo istrazivanje je uklju¢ivalo 126 pacijenata koji su bili podrvgnuti elektivnoj resekciji creva
zbog preoperativne dijagnoze CRC, u periodu od jula 2014. do januara 2016. godine na Klinici za opstu
hirurgiju Vojnomedicinske akademije u Beogradu, kao i 101 zdravu osobu. Uslovi za ukljucivanje
pacijenata u studiju su bili: odrasla dob, licna anamneza negativna na prisustvo prethodnih malignih
bolesti, odsustvo neoadjuvantne terapije i odsustvo upotrebe hipolipidemika. Za svakog pacijenta je
postoperativno dobijen definitivni patohistoloski nalaz. U 5 slucajeva histoloSka analiza resektovanog
tkiva je iskljuc¢ila CRC, dok je kod 121 slucaja adenokarcinom bio histopatoloski potvrden.
Standardizovan upitnik, koji  je sadrzao osnovne informacije o starosti, antropometrijskim
karakteristikama (visina, tezina, ITM) i zivotnim navikama (status pusenja, konzumiranje alkohola,
fizicka aktivnost, li¢na i porodi¢na anamneza) je popunjen za svakog pacijenta od strane obucenog
medicinskog osoblja. ITM je racunat po formuli: telesna tezina (kg) / telesna visina® (m?). Zbog
nepotpunih podataka, 16 pacijenata je iskljuceno iz studije, a nepotpune laboratorijske analize u slucaju
specificnog lipidnog profilisanja su uzrokovale iskljuc¢enje jo§s 6 dodatnih uzoraka, tako da je kona¢nu
grupu za ovaj deo istrazivanja ¢inilo 99 pacijenata sa CRC. S obzirom na stroge analiticke zahteve kada
Su u pitanju uzorci za genetske analize i uspesnost testiranja, ciljne grupe su u daljem toku istrazivanja
bile redukovane na slede¢i nac¢in: odredivanje koncentracije IGF1 i E-kadherina, kao i genotipizacija
ispitanika za SNP IGF1 je obuhvatila 70 pacijenata sa klinicki potvrdenim CRC. Analize nivoa Adiporl,
Adipor2 i genske ekspresije TNF-a, kao i genotipizacija za polimorfizme ADIPOQ i ADIPOR1 i TNF-«
su sprovedeni na grupi od 73 pacijenata, dok je grupa za odredivanje plazmatske koncentracije i genske
ekspresije rezistina, ekspresije CAP-1 kao i genotipa u okviru RETN gena ukljucivala 86 pacijenata.

Gradusi i stadijumi CRC su bili odredeni histopatoloskim ispitivanjem resektovanog tumorskog
tkiva. Prema histoloSkom gradusu definisane su sledece kategorije: gradus | - dobro diferenciran tumor,
gradus Il - srednje diferenciran tumor, gradus Il - slabo diferenciran tumor. Podela po stadijumima CRC
je izvedena upotrebom Astler-Coller klasifikacionog sistema (slika 14).

Kontrolna grupa se sastojala od 101 odraslog zdravog dobrovoljca koji je pristupio redovnom
godisnjem lekarskom pregledu u Opstoj bolnici Medigroup u Beogradu. Svi ucesnici su zadovoljili
kriterijume za uklju¢ivanje u studiju: odsustvo bilo koje trenutno prisutne ili prethodne maligne bolesti,
odsustvo hroni¢nih bolesti srca, bubrega ili jetre i odsustvo primene hipolipemika. Zdravi ispitanici su
anketirani na isti nac¢in kao i pacijenti sa CRC. Odredivanje koncentracija IGF1, E-kadherina i
genotipizacija ispitanika za polimorfizam IGF1 je obuhvatila 75 zdravih osoba. Genotipizacija za
polimorfizme ADIPOQ, ADIPOR1 i TNF-a sa odredivanjem nivoa genske ekspresije adiponektinskih
receptora i TNF-a su sprovedeni u grupi od 80 zdravih ispitanika. Koncentracija rezistina, ekspresija
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gena rezistina i CAP-1, kao i genotipizacija za polimorfizam RETN su izvedeni u grupi od 75 zdravih
dobrovoljaca.

Nedostajuci
podaci 4,0%

Nedostajuci
podaci 8,1%

Astler-Coller klasifikacija stadijuma CRC pacijenata
:
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Slika 14. Klasifikacija pacijenata na osnovu gradusa i stadijuma po Astler-Coller sistemu

Svi uéesnici su potpisali informisani pristanak pre uklju¢ivanja u studiju. Citav protokol studije
je dizajniran i sproveden u skladu sa etickim smernicama definisanim Helsinskom deklaracijom i
odobrenim od strane etickih komiteta Vojnomedicinske akademije, OpSte bolnice Medigroup i
Farmaceutskog fakulteta.

3.2 Metode

3.2.1 Osnovne biohemijske analize

Uzorci krvi su uzimani od pacijenata sa CRC neposredno pre pocetka hirur§ke procedure, dok je
kod zdravih ispitanika uzorkovanje vr§eno u jutarnjim ¢asovima, nakon dvanaesto¢asovnog gladovanja.
Za uzorkovanje su koris¢eni vakutejner sistemi sa EDTA kao antikoagulansom za dobijanje plazme, dok
su za izdvajanje seruma koris¢ene serum-aktivator epruvete (BD Vacutainer®, New Jersey, USA).
Plazma i serum su izdvojeni centrifugiranjem na brzini od 1500g tokom 10, odnosno 15 minuta u slucaju
seruma. Alikvoti uzoraka su sakupljeni i uvani na — 80°C do odmrzavanja koje je radeno neposredno
pre sprovodenja analiza.
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Koncentracije glukoze, ukupnih proteina, aloumina, UH, TG, LDL-h i HDL-h su odredivane
rutinskim laboratorijskim enzimskim i kolorimetrijskim metodama (Biosystems, Spain) na automatskom
analizatoru ILab 300+ (Instrumentation Laboratory, Bedford, Massachusetts, USA).

3.2.2 Odredivanje aktivnosti enzima LCAT 1 CETP

Za odredivanje aktivnosti LCAT i CETP je koris¢ena procedura koju su prethodno opisali
Asztalos i Fielding [179]. Odredivanje aktivnosti ova dva enzima je podrazumevalo merenje
koncentracija slobodnog holesterola (SH) i UH (Bioanalitica, Beograd, Srbija) i izdvajanje HDL frakcije
precipitacionim reagensom proizvoda¢a Biosystems, Barcelona, Spanija. Kako je LCAT odgovoran za
esterifikaciju holesterola u plazmi, merenje aktivnosti LCAT se zasnivalo na utvrdivanju razlika u
koligini SH pre i posle dvoc¢asovne inkubacije uzoraka na 37°C [179]. Aktivnost LCAT je prema tome
bila izra¢unata prema sledecoj formuli:

aktivnost LCAT (umol/L/h) = ([SH pre inkubacije]- [SH posle inkubacije]) x1000/2

Aktivnost CETP je procenjena na osnovu intenziteta CETP-posredovanog bidirekcionog prenosa
holesterol estara izmedu HDL i lipoproteina bogatih TG, pre i nakon inkubacije uzoraka na 37°C tokom
2 sata. Analizirana je ukupna aktivnost CETP bez obzira na smer prenosa holesterol estara. Prema tome,
praceno je smanjenje u koli¢ini slobodnog holesterola u plazmi, kao i promene u koli¢ini holesterol estara
u HDL frakciji. Promene u koncentraciji holesterol estara su dobijene oduzimanjem kocentracija SH od
koncentracija UH u HDL frakciji datog uzorka pre i nakon inkubacije od 2h (prema tome, izmerene su
koncentracije SH i UH u inicijalnoj HDL frakciji pre inkubacije, a zatim su koncentracije SH i UH
odredene u finalnoj HDL frakciji nakon inkubacije). Prorac¢un je izvrSen prema sledecoj jednacini:

aktivnost CETP (umol/L/h) = [(inicijalni plazma SH - finalni plazma SH)] - [(finalni HDL-UH -
finalni HDL-SH) - (inicijalni HDL-UH - inicijalni HDL-SH)]x1000/2

HDL frakcija je izolovana uz Kkoris¢enje precipitirajuéeg reagensa koji je sadrzao
fosfovolframovu kiselinu i jone magnezijuma za taloZenje lipoproteinskih ¢estica koje sadrze apoB.

3.2.3 Parametri redoks statusa

Paraoksonazna aktivnost enzima PON-1 je odredena prema paraoksonu kao supstratu, odnosno
na osnovu konverzije paraoksona u p-nitrofenoksidni anjon, ¢iji je maksimum apsorbancije pracen
Kineti¢ki na 405 nm [180]. Arilesterazna aktivnost PON-1 je odredena spektrofotometrijski, merenjem
brzine hidrolize fenilacetata preko povecanja apsorbancije fenola na 270 nm [181]. Da bismo ispitali
fenotip PON-1 kod ispitanika, graficki smo predstavili arilesteraznu aktivnost PON-1naspram
paraoksonazne aktivnosti [182]. Na ovaj nac¢in su se izdvojila dva razli¢ita fenotipa: fenotip A sa niskom

aktivnoscéu paraoksonaze i fenotip B sa visokom aktivnos$cu paraoksonaze.

Modifikovana metoda Hamidi-Alamdari i sar. [86] je koris¢ena za odredivanje PAB. Ova metoda
se zasnivala na upotrebi tetrametilbenzidin-katjona za reakciju sa prooksidansima i antioksidansima
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istovremeno. Kapacitet prooksidanasa je kalibrisan prema vodonik-peroksidu, dok je kalibracija
antioksidanasa izvrsena prema mokrac¢noj kiselini. Rastvori od 1mmol/L H2O2 i 3mmol/L mokra¢ne
kiseline u razli¢itim odnosima su koriséeni kao standardi za pravljenje kalibracione krive.

3.2.4 Odredivanje masene koncentracije CETP, IGF1, E-kadherina i rezistina

3.2.4.1 Odredivanje masene koncentracije CETP

Masena koncentracija CETP je odredena komercijalnim ELISA testom (Cell Biolabs, Inc, USA).
Ova metoda je podrazumevala oblaganje ELISA ploc¢e prethodno razblazenim CETP konjugatom
(1:1000, za razblazenje je koriséen PBS), a zatim je inkubacija vriena preko no¢i na 4°C. Visak
nevezanog konjugata je uklonjen ispiranjem fosfatnim puferom (PBS). Zatim je dodata propisana
koli¢ina komercijalnog test diluenta radi blokiranja nevezanih mesta na plo¢i, a ovako pripremljena plo¢a
inkubirana je 1h na sobnoj temperaturi. Nakon uklanjanja rastvora, uzorci i standardi su naneseni u
odgovarajaca polja. Za pravljenje razblazenja uzoraka (1:5), koris¢en je 0,1% rastvor govedeg serumskog
albumina u PBS, dok su standardi rekonstituisani i razblazeni test diluentom. Standardna kriva je
konstruisana iz standarda slede¢ih koncentracija: 4000 ng/mL, 2000 ng/mL, 1000 ng/mL, 500 ng/mL,
250 ng/mL, 125 ng/mL i 62,5 ng/mL. Slepu probu je predstavljao test diluent. Usledila je jedno¢asovna
inkubacija uzoraka sa prethodno razblazenim anti-CETP antitelom (1:500, za razblaZenje je koris¢en test
diluent). Nakon ispiranja (Wash solution), dodato je prethodno razblazeno sekundarno antitelo (1:1000,
za razblazenje je koriS¢en test diluent) sa konjugatom streptavidin-peroksidaza iz rena (HRP konjugat).
Plo¢a je inkubirana 1h. Posle ispiranja konjugata, dodat je rastvor supstrata, odnosno 3,3’,5,5’-
tetrametilbenzidin koji se u prisustvu peroksidaze rena i H2O> oksidovao do plavo obojenog jedinjenja.
Reakcija je nakon 30 min. zaustavljena stop rastvorom sumporne Kiseline, uz promenu boje iz plave u
zutu. Merenje intenziteta obojenja je vrSeno kolorimetrijski na ELISA ¢ita¢u (LKB Vertriebs GmbH,
Be¢, Austrija) na talasnoj duzini od 450 nm. Standardna kriva za odredivanje masene koncentracije
CETP je data na slici 15.
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Slika 15. Standardna kriva za odredivanje masene koncentracije CETP

3.2.4.2 Odredivanje masene koncentracije IGF1

Za odredivanje IGF1, kori$¢ena je komercijalna plo¢a sa ve¢ impregniranim primarnim antitelom
(Human IGF1, R&D Systems, Inc. Minneapolis, MN, USA) specifi¢nim za IGF1 epitop. NanoSenju
razblazenih rastvora standarda i uzoraka (1:100, za razblazenje je koris¢en komercijalan rastvor za
pretretman uzoraka) na plocu, je prethodio dodatak test diluenta. Standardi koris¢eni za konstrukciju
kalibracione krive su bili slede¢ih koncentracija: 6 ng/mL, 3 ng/mL, 1,5 ng/mL, 0,75 ng/mL, 0,375
ng/mL, 0,188 ng/mL i 0,094 ng/mL. Potom je usledila inkubacija plo¢e na 2-8°C tokom perioda od 2h.
Nakon ispiranja plo¢e odgovaraju¢im rastvorom (Wash solution), u bunarci¢e je dodato sekundarno
antitelo spregnuto sa enzimom (HRP konjugat). Usledila je jedno¢asovna inkubacija na hladnom. Nakon
ispiranja, uzorcima je dodat rastvor supstrata kako bi doslo do razvijanja boje. Razvijanje boje je nakon
30 min. zaustavljeno i intenzitet boje je izmeren kolorimetrijski na 450 nm. Standardna kriva za
odredivanje masene koncentracije IGF1 je data na slici 16.
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Slika 16. Standardna kriva za odredivanje masene koncentracije IGF1

3.2.4.3 Odredivanje masene koncentracije E-kadherina

Za odredivanje E-kadherina je koris¢en Human E-kadherin Duoset Elisa kit (R&D Systems, Inc.
Minneapolis, MN, USA). Nakon rekonstitucije i dilucije primarnog antitela do radne koncentracije PBS-
om, usledilo je razlivanje u odgovarajuce plo¢e (maxisorb) i inkubacija preko noci. Posle ispiranja
nevezanog antitela (Wash rastvor je predstavljao 0,05% rastvor Tween 20 deterdZenta u PBS), ploca je
blokirana reagens diluentom, odnosno 1% rastvorom govedeg serumskog albumina u PBS. Zatim su
uzorci i standardi naneseni u za to predvidena polja na plo¢i. Uzorci su razblazeni u odnosu 1:100 reagens
duluentom, koji je ujedno koriscen i za pravljenje odgovarajucih razblazenja standarda. Standardna kriva
je konstruisana iz standarda slede¢ih koncentracija: 12 ng/mL, 6 ng/mL, 3 ng/mL, 1,5 ng/mL, 0,75
ng/mL, 0,375 ng/mL, 0,1875 ng/mL. Za slepu probu je koris¢en reagens diluent. Ploca je inkubirana 2h,
nakon ¢ega je usledilo njeno ispiranje i dodatak detekcionog antitela (radna koncentracija je dobijena
razblazenjem sa reagens diluentom). Inkubacija je vrSena narednih 2h, da bi se nakon ispiranja
detekcionog antitela dodao radni rastvor streptavidin-HRP konjugat. Nakon inkubacije od 20 min plo¢a
je isprana, te je dodat rastvor supstrata. Posle odredenog vremena i razvoja boje reakcija je zaustavljena
stop reagensom. Merenje intenziteta obojenja je vrSeno na 450 nm. Standardna kriva za odredivanje
masene koncentracije E-kadherina je data na slici 17.
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Slika 17. Standardna kriva za odredivanje masene koncentracije E-kadherina

3.2.4.4 Odredivanje masene koncentracije rezistina

Za odredivanje koncentracije rezistina je koris¢en Human Resistin Duoset Elisa kit (R&D
Systems, Inc. Minneapolis, MN, USA). Ploca je obloZzena primarnim antitelom razblaZzenim sa PBS do
odgovarajuce radne koncentracije i inkubirana preko no¢i. Nakon ispiranja nevezanog antitela (Wash
rastvor je predstavljao 0,05% rastvor Tween 20 deterdzenta u PBS) i blokiranja plo¢e 1% rastvorom
govedeg serumskog albumina u PBS (reagens diluent), dodata je propisana zapremina prethodno
razblazenih uzoraka i pripremljenih standardnih rastvora. Uzorci su razblaZeni u odnosu 1:80 reagens
duluentom, koji je ujedno koris¢en i za pravljenje odgovarajucih razblazenja standarda. Standardna kriva
je konstruisana iz standarda slede¢ih koncentracija: 2 ng/mL, 1 ng/mL, 0,5 ng/mL, 0,25 ng/mL, 0,125
ng/mL, 0,0625 ng/mL, 0,0313 ng/mL. Nakon dvoc¢asovne inkubacije i ispiranja plo¢e, u bunarcice je
dodato detekciono antitelo (razblazeno reagens diluentom do radne koncentracije). Usledila je inkubacija
od 2h, pracena ispiranjem i dodavanjem streptavidin-HRP konjugata. Nakon 20 min. je ponovljen
postupak ispiranja i dodat rastvor supstrata. Boja se razvijala slede¢ih 20 min, a onda je reakcija stopirana
rastvorom sumporne Kiseline. Oc¢itavanje intenziteta obojenja je izvrseno uz pomo¢ ELISA ¢itaca na 450
nm talasne duzine. Standardna kriva za odredivanje koncentracije rezistina je data na slici 18.
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Slika 18. Standardna kriva za odredivanje koncentracije rezistina

3.2.5 Odredivanje genske ekspresije 1 polimorfizama ciljnih gena

3.2.5.1 Izolacija mononuklearnih ¢elija periferne krvi

Za izdvajanje PBMC iz EDTA uzoraka krvi je koris¢en Ficoll-Pague ™ PLUS medijum (GE
Healthcare, Vaukesha, Visconsin, USA) sa gradijentom gustine. Nakon centrifugiranja uzoraka pune krvi
sa dodatim EDTA, u srediSnjem delu, ispod sloja plazme, a iznad eritrocita se izdvaja “buffy coat”, sloj
koji predstavlja koncentrovanu suspenziju leukocita. Sakupljeni “buffy coat” zajedno sa odredenom
koli¢inom plazme i eritrocita se nanosi na 2 mL prethodno pripremljenog Ficoll-Pague ™ PLUS
medijuma. Sledstvenim centrifugiranjem (20 min. na 1000g) dolazi do razdvajanja slojeva celija.
Centrifugalna sila omogu¢ava da se u okviru sredisnjeg sloja pozicioniraju PBMC (slika 19) sa
procentualno najzastupljenijim limfocitima, zatim monocitima, NK i dendriti¢nim ¢elijama. Prikupljeni
PBMC se dva puta ispiraju fosfatnim puferom (PBS) i taloze centrifugiranjem (prvo centrifugiranje 5
min. na 750g, a drugo 5 min na 500g). Dobijenom talogu ¢elija se dodaje 1mL TRIzol ™ reagens
(Ambion, Life technologies, Grand Island, NewYork), sa komponentama (gvanidin-izotiocijanat, fenol,
beta merkaptoetanol) koje omogucavaju lizu ¢elija, ali i ocuvanje oslobodenih ukupnih ribonukleinskih
kiselina (URNK). Ovako pripremljeni uzorci se ¢uvaju na - 80 °C do izolacije uURNK.
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Slika 19. Razdvajanje c¢elija na Ficoll-Paque ™ PLUS gradijent medijumu. Preuzeto uz adaptaciju na srpski:

https://www.sigmaaldrich.com/RS/en/technical-documents/protocol/clinical-testing-and-diagnostics-
manufacturing/hematology/recommended-standard-method

3.2.5.2 1zolacija RNK

Izolacija URNK je izvrSena u skladu sa prilagodenim protokolom proizvodaca TRIzol ™ reagensa
[183]. Ukratko, dodatkom hloroforma (Serva, Heidelberg, Nemacka) celijskoj suspenziji, 0dnosno
nukleinskim kiselinama sa 7TRIzol™ reagensom i sledstvenim intenzivnim mesanjem dolazi do
preraspodele genetskog materijala i to tako da se RNK izdvaja u gornjem vodenom sloju, genomska
DNK (gDNK) prelazi u medusloj, dok se proteini nalaze u donjem, fenol-hloroformskom sloju. Nakon
pazljivog prebacivanja gornjeg vodenog sloja u novu sterilnu epruvetu, precipitacija uRNK se vrsi 30-
minutnom inkubacijom sa izopropanolom (Serva, Heidelberg, Nemacka). Ispiranje taloga od zaostataka
organskih rastvaraca se izvodi dodatkom 75% etanola, da bi potom usledilo postepeno susenje taloga
RNK na vazduhu i na kraju rastvaranje u vodi PCR ¢isto¢e (PCR grade water, Ambion, Austin, Texas,
USA). Detaljan postupak izolacije RNK predstavljen na slici 20.

Dodatak izopropanola u zapremini koja je istovetna zapremini

]SDOdfl k 200 Pl k}lorg}fﬁnga S'lIIS}iCSHZl_!l PBMS chzolu‘ E\CIDKO?? Eﬂ,evs Zzzjr ;gm\:zd:ftz loia izolovanog vodenog sloja. Epruveta se 10 puta pazljivo okrene
Nnazno mesanje 11 1baclja min. na -+ P! i nikubira 30 min. na SObIle T

Centrifuga 12000xg
» 15 min. na+4 °C

Centrifuga 12000xg
15 min. na +4 °C
Ispiranje taloga RNK od zaostalih neéistoca

i organskih rastvara¢a dodatkom 1ml 75% etanola

Izdvajanje belog taloga RNK i dekantovanje
<:,:l <:l izopropanola
Cenmfuga IZOOOKg \
10 min. na +4 °C ¢

Postupak ispiranja se ponavlja dva puta uz
resuspendovanje taloga kratkotrajnim mesanjem na
vortex mesalici. Nakon toga se vrsi centrufugiranje
u mikrocentrifugi kako bi se talog zalepio za dno
epruvete. Nakon finalnog dekantovanja etanola,
izolovana RNK se susi na vazduhu 5-10 min.

Osusena RNK se rastvara u 50l vode PCR stepena
Cistoce

Slika br 20. Sematski prikaz izolacije uRNK prilagodenim protokolom proizvodada TRIzol ™ reagensa.
Preuzeto uz adaptaciju na srpski: Cortés-Maldonado L, Marcial-Quino J, Gomez-Manzo S, Fierro F, Tomasini A. A method for the
extraction of high quality fungal RNA suitable for RNA-seq. Journal of microbiological methods. 2020 Mar 1; 170:105855.
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3.2.5.3 Izolacija DNK

Iz vakutejnera sa EDTA je izdvojeno 200 pL pune krvi i prebaceno u sterilnu epruvetu za potrebe
izolacije gDNK. U te svrhe je koris¢en komercijalni mini set za precis¢avanje gDNK iz pune krvi
(GeneJET™ Whole Blood Genomic DNA Purification Mini Kit, Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham,
Massachusetts, USA). Set je dizajniran tako da zameni te¢no-te¢nu ekstrakciju pri kojoj se koriste
toksi¢ni organski rastvaraci. Ovaj tip Cvrsto-teCne ckstrakcije je baziran na primeni membrana
impregniranih silikom koje su smestene u odgovarajuce kolonice. Princip testa podrazumeva 10-minutnu
digestiju uzorka sa proteinazom K u liziraju¢em rastvoru na 56°C. Lizat se potom pomesa sa etanolom i
nanosi na precis¢avajuce kolonice. Prolaskom uzorka dolazi do vezivanja DNK za silika-membranu.
Necistoce se u 0voj fazi ispiraju primenom razli¢itih Wash pufera, odredenih jonskih jacina.

gDNK se primenom elucionog pufera poslednja ispira sa kolonice u odgovarajuée sterilne
epruvete u kojima se ¢uva do genotipizacije. Sematski prikaz je dat na slici 21.

liziranje, intenzivno meSanje na vorteks meSalici, inkubacija 10

ﬁ Dodatak proteinaze K uzorku pune krvi; Dodatak rastvora za
N\ min. na 56°C; Dodatak etanola

p Prebacivanje rastvora u Gene]JET™ spin kolonicu

ot

Centrifuga 1 min.

<

v

Odbacivanje kolekcione epruvete sa propuStenim sadrzajem. Prebacivanje spin kolonice
u novu 2ml kolekcionu epruvetu. Dodatak Wash pufera 1

v

Centrifuga 1 min.

b

Prosipanje propustenog sadrzaja. Dodatak Wash pufera 2

Centrifuga 3 min.

v

A/w—-

Odbacivanje kolekcione epruvete sa propustenim sadrZzajem. Prebacivanje spin kolonice
u novu 1,5 ml kolekcionu epruvetu. Dodatak 200pl elucionog pufera. Inkubacija 2 min.

,

"
V

Centrifuga 1 min.

Sakupljena DNK

d .

Slika 21. Sematski prikaz izolacije DNK (GeneJET™ Whole Blood Genomic DNA Purification Mini Kit). Preuzeto uz
adaptaciju na srpski: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/K0781#/K0781
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3.2.5.4 Ispitivanje kvaliteta i integriteta izolovanih nukleinskih kiselina

Provera cistoce izolovanih nukleinskih kiselina, kao i izratunavanje njihovih koncentracija se
vrsi spektrofotometrijski tako sto se izmeri apsorbancija razblazenog rastvora DNK ili RNK (5pl rastvora
izolovane DNK ili RNK se pomesa sa 495l aqua pro injekcione) na vise talasnih duzina: 230, 240,260,
280 1 320 nm. Odnosi apsorbancija na 260/230, 260/280 i 260/240 nm se koriste za utvrdivanje prisustva
razlicitih onecis¢enja. Ukoliko je odnos apsorbancija na 260/230 nm manji od 2, takav rezultat obi¢no
ukazuje na kontaminaciju rastvora nukleinske kiseline, organskim rastvaracima. Ukoliko je odnos
apsorbancija na 260/280 nm <1,7 u slu¢aju DNK, odnosno <1,9 u slu¢aju RNK, moZe se posumnjati na
kontaminaciju proteinima. Odnos apsorbancija na 260/240 nm sluzi za proveru kontaminacije solima
koja postoji u slucaju da je ovaj odnos <1,4. Apsorbancija na 320 nm u rastvorima ¢istih, potpuno
rastvorenih nukleinskih kiselina treba da bude jednaka nuli. Adekvatan apsorpcioni spektar rastvora
nukleinske kiseline zauzima formu kao na slici 22:

0,027 , r

0,020

Abs.

0,010

0,000

-0,005 | 1 |
200,00 250,00 300,00 350,00 400,00
nm.

Slika 22. Apsorpcioni spektar rastvora RNK snimljen na UV-1800 spektrofotometru (Shimadzu, Japan)

Za izraCunavanje koncentracije RNK, odnosno DNK se koristi formula koja ukljucuje faktor
razblazenja, molarni ekstincioni koeficijent i apsorbanciju rastvora odgovarajuce nukleinske kiseline na
260 nm.

[DNK]=A260*faktor razblaZzenja uzorka*; € -molarni ekstincioni koeficijent na talasnoj duzini
od 260 nm iznosi 50 pg/mL za DNK
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[RNK]= A260*faktor razblazenja uzorka*e; € -molarni ekstincioni koeficijent na talasnoj duzini
od 260 nm iznosi 40 pg/mL za RNK

Pored stepena onecis¢enja, neophodno je ispitati i integritet nukleinskih kiselina. U te svrhe se
izvodi horizontalna submarine elektroforeza (Hoefer Super Sub, Amersham Pharmacia Biotech) na 1%
agaroznom gelu i temperaturi od 4°C. Za izvodenje elektroforeze se koristi TRIS-EDTA-acetatni pufer,
kojim se postize pH vrednost od 8,3, pri kojoj su nukleinske kiseline negativno naelektrisane i krecu se
ka anodi. Za pripremu TRIS-EDTA-acetatnog pufera, odmerene koli¢ine trokomponentnog pufera
(12,19 TRIS, 0,93 g dinatrijumove soli EDTA i 2,86 mL glacijalne siréetne kiseline) se rastvaraju u 250
mL dejonizovane vode. Od ovog rastvora se pravi razblazen radni rastvor pufera (1:10) koji se koristi za
elektroforezu. Agarozni gel se formira rastvaranjem 0,75 g “low melting” agaroze u 75 mL radnog
rastvora TRIS-EDTA-acetatnog pufera, nakon ¢ega se rastvor zagreva, a zatim hladi do temperature od
65°C i izliva u sistemu za izlivanje gela (HE 100 casting kit, Amersham Pharmacia Biotech). Uzorci se
nanose na mesta za aplikaciju na agaroznom gelu, uz dodatak Ficoll-Pague ™ PLUS i boje brom-fenol
plavo (2,6 mL Ficoll-Paque i 0,025g brom-fenol-plavog se rastvara u 10 mL vode). Elektroforeza
nukleinskih kiselina se izvodi pod slede¢im uslovima: 140V, 170mA pri ¢emu razdvajanje traje 30 min.
Nakon prekidanja elektroforeze, nukleinske Kiseline se boje fluorescentnom bojom SybrGreen | za DNK,
odnosno SybrGreen 11 za RNK (ThermoFischer Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), kako bi se
razdvojene frakcije analizirale na transiluminatoru pod UV svetlom. Jasno uo¢ljive ostre frakcije 28S i
18S ribozomalne RNK potvrduju prisustvo iRNK oc¢uvanog integriteta. S obzirom da je IRNK
zastupljena u manjem procentu u URNK, ona se ne moze direktno detektovati, ali s obzirom da se nalazi
u regionu izmedu ribozomalnih RNK, na ovaj nacin se posredno proverava i njen integritet. Sa druge
strane, DNK dobrog kvaliteta sa dosta baznih parova se uocava kao siroka traka u blizini starta. 1zgled
elektroforegrama DNK i RNK je prikazan na slici 23.

28s

18s

a. DNA b. RNA

Slika 23. Izgled elektroforegrama: a) DNK, b) RNK.

Preuzeto iz: Yao D, Huo X, Zenda T, Liu S, Liu Y, Dai L, Duan H. Effects of ethephon on DNA methylation and
gene expressions associated with shortened internodes in maize. Biotechnology & Biotechnological Equipment. 2018 Jan
2;32(1):30-40.
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3.2.5.5 Reverzna transkripcija

Uzorci uRNK koji su zadovoljili prethodno navedene kriterijume integriteta i ¢istoce su usli u
fazu reverzne transkripcije (RT) koja je vodila ka sintezi jednolanc¢ane komplementarne DNK (cDNK).
U ove svrhe je koris¢en High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). S obzirom da se sve komponente komercijalnog seta za RT dobijaju u koncentrovanom
obliku, bilo je neophodno pratiti preporuke proizvodac¢a o dodavanju odredene zapremine svake od
komponenti seta kako bi se postigla njihova Zeljena koncentracija u finalnoj zapremini reakcione smese
od 20 pL. U sastav seta je ulazio pufer neophodan za odrzavanje optimalne pH vrednosti reakcije. S
obzirom da je pufer za RT dopremljen u inicijalnoj koncentraciji 10 puta vec¢oj u odnosu na preporucenu,
u sklopu finalne reakcione smese je dodato 2 uL. RT pufera. Nasumic¢ni prajmeri su predstavljali kratke
sekvence nukleotida koje su se vezivale za komplementarne baze na RNK. Prema uputstvu je dodato 2
uL prajmera po reakciji. Da bi se postigla odgovaraju¢a koncentracija deoksiribonukleotid trifosfata
(dNTP), 0,8 uLL dNTP je ulazilo u finalnu reakciju. Enzim, reverzna transkriptaza je dodavan u zapremini
od 1 uL. S obzirom da se reverzna transkriptaza aktivira ve¢ na sobnoj temperaturi, me$anje komponenti
seta je vrseno na ledu kako ne bi doslo do nekontrolisanog procesa RT, odnosno kako RT ne bi otpocela
jo$ na sobnoj temperaturi. Voda PCR stepena Cistoce je dodavana u zapremini od 4,2 uL.. Konaéno, u
reakciju je dodato 10 uL izolovane RNK uzorka. Svi uzorci RNK su za potrebe reakcije RT svedeni na
istu koncentraciju od 30 ng/uL, razblazivanjem inicijalnih rastvora izolovane nukleinske kiseline vodom
PCR ¢istoce. Primenom temperaturnih inkubacija (1. inkubacija: 25°C, 10 min; 2. inkubacija: 37°C, 120
min; 3. inkubacija: 85°C, 5 min.) izvrSena je konverzija RNK u jednolan¢anu cDNK. Naime, inkubacija
na 25°C u trajanju od 10 minuta je obezbedila vezivanje prajmera za matricu RNK, RT (sinteza cODNK)
se odvijala na 37°C u trajanju od 120 min, dok se deaktivacija reverzne transkriptaze deSavala na 85°C
u trajanju od 5 minuta.

U svrhe provere kontaminacije reagenasa gDNK, Kkoris¢ena je kontrola bez reverzne
transkriptaze (TF, transcriptase free control) koja je sadrzala sve komponente reakcione smese za RT
sem reverzne transkriptaze, dok je drugi vid provere kontaminacije reagenasa predstavljala NTRT
kontrola (no template reverse transcription control), koja je sadrzala sve komponente za RT sem uzorka.
RT je izvrSena na uredaju 7500 Real-time PCR system (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

3.2.5.6 Kvantitativni PCR (QPCR)

Lancana reakcija polimeraze u realnom vremenu (Real-Time Polymerase Chain Reaction),
primenjena u nasem istrazivanju se zasnivala na TagMan hemiji, $to je podrazumevalo upotrebu
fluorogeno-obojenih proba koje se podvrgavaju dejstvu 5 nukleazne aktivnosti Tag DNK polimeraze.
Detekcija amplikona od interesa je bila moguca zahvaljuju¢i oligonukleotidnoj probi koja sadrzi tzv.
reporter fluorescentnu boju na 5” kraju i prigusiva¢ (quencher) na 3" kraju.

47



3.2.5.7 Metoda relativne standardne krive

Nivoi ekspresije gena su odredivani metodom relativne standardne krive. Ova metoda je
podrazumevala da se svi uzorci prepisane cDNK koriste u odredenoj zapremini za izradu standardne
krive. Pool uzoraka je napravljen posebno za grupu pacijenata sa CRC, posebno za kontrolne ispitanike.
Dodatno, ovaj pristup je nalagao da se za svaki ispitivani gen vrsi optimizacija koncentracija standarda
koji ¢e se koristiti za izradu krive i to tako da efikasnost PCR reakcije bude izmedu 90-110% Sto odgovara
nagibu krive od -3,3+10%, uz uslov za koeficijent determinacije R?>0,99. Krive zadovoljavajuéih
karakteristika su bile postignute za sledecih pet koncentracija standarda u slucaju CRC i kontrolne grupe:
1,875 ng/uL; 0,9375 ng/uL; 0,46875 ng/ul; 0,234375 ng/ul; 0,1171875 ng/uLl. Standardi razli¢itih
koncentracija su dobijeni serijskim razblaZzivanjem inicijalnog pool-a uzoraka ¢ija je pocetna
koncentracija bila 15 ng/uL. Primeri standardnih krivi koris¢enih u ovom istraZivanju su prikazani na
slikama 24-26. Nakon optimizacije opsega standardnih rastvora koji su sluzili za izradu krive, a pre
izvodenja same PCR metode, svaki uzorak cDNK je razblazen na vrednost treCeg standarda u nizu,
odnosno doveden na koncentraciju od 0,46875 ng/uL.

Za gPCR je bilo potrebno 3 uL 5xHOT FIREPoI® Probe gPCR Mix Plus (ROX) Master miksa,
0,75 uL TagMan® eseja za gensku ekspresiju i 5,25 uL vode PCR Ccistoce (prikazane zapremine
reagenasa se odnose na jednu reakciju). Uzorci cDNK su dodavani u koli¢ini od 6 pL. Sastav 5xHOT
FIREPoI® Probe gPCR Mix Plus (ROX) (Solis BioDyne, Tartu, Estonija) su ¢inili DNK polimeraza,
pufer, MgClz, dNTP i ROX referentna boja neophodna za normalizaciju fluktuacija u fluorescentnom
signalu. TagMan MGB proba obelezena FAM bojom, forward i reverse prajmeri su predstavljali sastavni
deo komercijalnih TagMan® eseja (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).

Nakon mes$anja svih komponenti reakcione smeSe uz dodatak standarda, odnosno uzoraka u
odgovarajuc¢a polja na plo¢i, gJPCR metoda se izvodila na 7500 Real-time PCR sistemu (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Generisanje fluorescentnog signala se desavalo tokom 40 ciklusa
PCR reakcije. Uslovi PCR su bili podeSeni tako da je inicijalna aktivacija HOT FIREPol® DNK
polimeraze postignuta inkubacijom enzima na 95°C, 15 min. u toku 1 ciklusa, denaturacija cDNK je
izvrSena na temperaturi od 95°C u trajanju od 15 sekundi tokom 40 ciklusa, a sledstveno vezivanje
prajmera i proba sa polimerizacijom je podrazumevalo temperaturu od 60°C, vreme od 1 min. i 40
ciklusa. Po zavrSetku reakcije, fluorescenti signali su obradeni SDS softverom (verzija 1.4.0.25).

Prag ciklusa fluorescencije (Cycle threshold, Ct) po definiciji je predstavljao PCR ciklus u kome
je uzorak svojom fluorescencijom prevaziSsao fluorescenciju pozadine. U tom ciklusu je dostignuta
adekvatna koli¢ina amplikona od interesa. Standardna kriva je graficki formirana tako da su
logaritmovane vrednosti koncentracija standarda cDNK bile nanesene na x osu, dok su se na y osi nalazile
vrednosti Ct ciklusa. Standardne krive su pripremane za svaki gen i to na svakoj plo¢i. Poznavanjem Ct
vrednosti uzorka bilo je lako odrediti nepoznatu koncentraciju cDNK primenom standardne krive. Ipak,
zbog mogucih varijacija u pogledu inicijalno unetih koli¢ina genetskog materijala, a radi poboljsavanja
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pouzdanosti rezultata, izvrsena je normalizacija nivoa cDNK svakog uzorka sa nivoom cDNK
konstitutivno eksprimiranog gena. Ovo se moze smatrati jednim od vidova endogene kontrole PCR, s
obzirom da se za konstitutivni ili housekeeping gen bira onaj ¢ija se ekspresija ne menja u ispitivanom
patoloskom stanju, ali ni pod uticajem fizioloskih ¢inilaca, te se na taj nacin eliminiSe uticaj nepozeljnih
eksperimentalnih varijacija. Ovo podrazumeva da se pored varijacija nastalih usled greSaka u
kvantifikaciji IRNK, neutraliSu jo$ i varijacije nastale usled razlika u integritetu RNK, kao i efikasnosti
procesa RT, odnosno koli¢ine CDNK. U te svrhe, u nasem istrazivanju je koris¢en 3 aktin. Rezultati su
izrazavani kao normalizovani nivoi iRNK. Za proveru kontaminacije reagenasa koris¢enih u PCR na
svakoj ploci je pustana non template kontrola (NTC) koja je sadrzala sve komponente reakcione smese
sem uzorka.

Odredivanje nivoa genskih ekspresija je uradeno pomocu slede¢ih TagMan® eseja: RETN
Hs00220767 _m1, CAP-1 Hs00255173_m1; ADIPOR1 Hs01114951 m1; ADIPOR2: Hs00226105_m1;
TNF-a: Hs00174128 ml i aktin (Hs99999903 m1). Podaci su predstavljeni kao odnos iRNK gena od
interesa i IRNK f aktina.
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Slika 24. Primer standardne krive za odredivanje genske ekspresije B-aktina (nagib -3,33, R?=0,998)
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Slika 25. Primer standardne krive za odredivanje: a) genske ekspresije rezistina (nagib -3,31 R?=0,991); b) genske
ekspresije CAP-1 (nagib -3,31, R?=0,995)
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Slika 26. Primer standardne krive za odredivanje: a) genske ekspresije Adiporl (nagib -3,37, R?=0,995); b) genske ekspresije Adipor2 (nagib -3,32, R?=0,998); c) genske
ekspresije TNF-a (nagib -3,32, R?=0,998)
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3.2.5.8 Ispitivanje polimorfizama pojedina¢nih nukleotida

Odredivanja polimorfnih varijanti gena RETN rs1862513, TNF-a rs1800620, IGF1 rs2946834,
ADIPOQ rs266729, ADIPOR1 rs7539542 i ADIPORL1 rs1342387 je izvrSeno metodom diskriminacije
alela na platformi 7500 Real-time PCR sistema (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Komercijalno dostupni eseji (Applied Biosystems™ TagMan® SNP Genotyping Assays) su koris¢eni u
analizi, kao i 5xHOT FIREPol® Probe qgPCR Mix Plus (ROX) Master miks (Solis BioDyne, Tartu,
Estonija). S obzirom da su Master mix i komercijalni eseji dobijeni u koncentrovanom obliku, bilo je
neophodno pratiti preporuke proizvodaca o dodavanju odredene zapremine svake od komponenti PCR
kako bi se postigla njihova Zeljena koncentracija u finalnoj zapremini reakcione smese od 15 pL. Prema
tome, reakcija za PCR je podrazumevala koris¢enje 3 ulL Master miksa, 0,375 uLL TagMan® SNP eseja
za genotipizaciju, 6 pL uzorka DNK sa sekvencom od interesa 1 5,625 pL. vode PCR stepena Cistoce.
Uzorci izolovane DNK su bili istih koncentracija (20 ng/ul). Na svakoj plo¢i je za potrebe kontrole
kontaminacije reagenasa aplikovana i NTC. Uzorci poznatih genotipova (homozigoti i heterozigoti) su
na plo¢ama postavljani kao pozitivne kontrole.

TagMan® SNP eseji su bili zasnovani na TagMan® 5'nukleaza hemiji, koja je sluzila za
amplifikaciju i detekciju polimorfizma od interesa u precis¢enim uzorcima DNK (slika 27). U okviru
eseja su se nalazili forward i reverse prajmeri za amplifikaciju polimorfne sekvence i dve TagMan®
MGB probe. Jedna od proba, obeleZzena VIC™ fluorescentom bojom je sluzila za detekciju alela 1 a
druga obelezena FAM™ bojom za detekciju alela 2.
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Slika 27. Diskriminacija alela se postiZe selektivnim vezivanjem TagMan® MGB probe.
Preuzeto iz: http://tools.thermofisher.com/content/sfs/brochures/cms_040597.pdf

Termalne inkubacije su bile sledece: inicijalna aktivacija HOT FIREPol® DNK polimeraze:
95°C, 15 min, 1 ciklus; denaturacija DNK: 95°C, 15 sekundi, 40 ciklusa; vezivanje prajmera, proba i
polimerizacija: 60°C, 1 min, 40 ciklusa. Nakon zavrSenih 40 ciklusa PCR detektovano je uvecanje
fluorescencije. Ukoliko je uveéanje poticalo od samo jedne od VIC™ ili FAM™ hoja, ispitanik je
klasifikovan kao homozigot za taj alel. Ukoliko je uvecanje fluorescencije poticalo i od VIC™ i od
FAM™ boje, ispitanik je klasifikovan kao heterozigot. Aleli su automatski povezivani sa uzorcima. SDS
softver (verzija 1.4.0.25) je pozicionirao rezultate razdvajanja alela: alel 1, odnosno VIC™ boju naspram
alela 2 odnosno FAM™ boje. Ovakav graficki prikaz razdvajanja alela formira klastere homozigota,
heterozigota i NTC (slika 28).
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Slika 28. Prikaz softverske diskriminacije alela uz koris¢enje TagMan® SNP Genotyping eseja

Oznake eseja koris¢enih u ispitivanju SNP:

RETN SNP ID: rs1862513; Human Chr.19: C__ 1394112 10; TNF-a SNP ID: rs1800620; Human
Chr.6: C___ 7514884 30; IGF1 SNP ID: rs2946834 Human Chr.12: C__ 2801121 10; ADIPOQ SNP
ID: rs266729 Human Chr.3: C__ 2412786 _10; ADIPOR1 SNP ID: rs7539542 Human Chr.1:
C__30041594_10; ADIPOR1 SNP ID: rs1342387 Human Chr.1: C___ 37350_10
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3.3 Statisticka obrada podataka

3.3.1 Insilico analiza

Javno dostupni transkriptomski podaci GSE47756 [184] i GSE44076 [185] su preuzeti iz NCBI
Gene Ekpression Omnibus (GEO) baze u unapred obradenom obliku sa normalizovanim vrednostima
genskih ekspresija predstavljenim na log2 skali. Da bi se eliminisao uticaj visestrukih proba, skupovi
podataka su obradeni primenom Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) softvera (Broad Institute, UC
San Diego, https://www.gsea-msigdb.org/gsea/index.jsp) [186]. U okviru skupa podataka GSE44076,
formirane su tri grupe: 50 zdravih kontrolnih uzoraka i 98 odgovarajucih uzoraka tkiva tumora kolona
stadijuma Il i susedne mukoze. Razlike u nivoima ekspresija Adiporl, Adipor2 i TNF-o izmedu grupa
su analizirane koris¢enjem One-way ANOVA testa i Dunnet-ovog testa za visestruko uporedivanje u
GraphPad Prism 7 programu (GraphPad Softvare, La Jolla California USA). T-test za uparene uzorke je
koris¢en za uklanjanje intra-individualnih varijacija. S obzirom da nije bilo online dostupnih baza u vezi
sa “genetskim otiskom” PBMC u CRC, kao drugi skup podataka za analizu je izabran GSE47756 koji je
sadrzao informacije o povezanosti “genetskog otiska” monocita periferne krvi (peripheral blood
monocytes, PBM) i progresije CRC [184]. Uzorci su u okviru ovog skupa podeljeni u dve grupe: 38
uzoraka zdravih dobrovoljaca i 55 pacijenata sa CRC i analizirani Studentovim t- testom u GraphPad
Prism 7 programu.

Pomenuta dva skupa podatka su obradena GSEA softverom, uz upotrebu Hallmark
(h.all.v7.1.simbols.gmt) i Kegg (c2.cp.kegg.v7.1.simbols.gmt) genskih setova u svrhe pronalaZenja
specifi¢cnih obrazaca aktivacije gena vezanih za signalne puteve u koje su ukljuc¢eni Adiporl i Adipor2.
U ove svrhe je koris¢ena Pearson-ova korelaciona analiza sa 1000 permutacija, dok je za tip permutacija
izabran fenotip. Genski skupovi koji su zadovoljili kriterijum za stopu lazno pozitivnog otkrivanja (false
discovery rate, FDR) nizu od 25% su smatrani znac¢ajnim [186]. U sklopu rezultata su pored FDR
predstavljeni jo§ i normalizovani skor obogac¢ivanja (Normalized Enrichment Score, NES) sa namenom
poredenja analiza kroz razlic¢ite genske setove i nominalna p vrednost koja je ukazivala na statisticku
znacajnost enrichment score (skor koji je ukazivao na prekomernu zastupljenost pojedinih gena iz
odredenog genskog seta na vrhu ili na dnu celokupne rangirane liste gena).

3.3.2 Statisticka analiza podataka dobijenih u istrazivanju

Raspodela podataka u grupama sa vise od 50 ispitanika je ispitana Kolmogorov-Smirnov testom,
dok je za manje podgrupe koriséen Shapiro-Wilk test. Normalno distribuirani podaci su predstavljeni
kao srednja vrednost * standardna devijacija. Podaci koji su postigli normalnu raspodelu nakon
logaritamske transformacije su predstavljeni kao geometrijska sredina sa 95% intervalom pouzdanosti
(Cl), dok su podaci sa asimetri¢nim tipom raspodele prikazani kao medijane sa interkvartilnim rasponom.
Chi kvadrat (x2) test je koris¢en za analizu kategorickih podataka, kao i za proveru odstupanja distribucije
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genotipova od Hardy-Weinbergovog principa ravnoteze. Studentov t-test i Mann-Whitney U test su
primenjeni za procenu razlika izmedu promenljivih koje su pratile normalnu, odnosno asimetri¢nu
raspodelu. Od neparametarskih analiza je jos primenjen i Jonckheere-Terpstra test za ispitivanja razlika
u koncentracijama IGF1 i E-kadherina u odnosu na razli¢ite antropoloske i klinicke karakteristike
pacijenata sa CRC. Kruskal-Wallis test je koris¢en kao prosirena Mann-Whitney U neparametarska
analiza u slu¢aju postojanja 3 ili vise grupa podataka. ANCOVA i Quad test su koriS¢eni za analizu
razlika izmedu normalno, odnosno asimetri¢no distribuiranih promenljivih, uz korekciju za uticaj godina
starosti. Korelaciona analiza je obuhvatala Pearson-ov parametarski i Spearman-ov neparametarski test,
shodno raspodeli podataka. Univarijantna i multivarijantna binarna logisticka regresiona analiza su
upotrebljene za procenu sposobnosti parametara za predvidanje rizika za razvoj CRC. Univarijantna
linearna regresiona analiza je koriS¢ena za ispitivanje nezavisne povezanosti izmedu promenljivih.
Multivarijantna linearna regresiona analiza sa enter modelom je sluzila za procenu veli¢ine uticaja
ispitivanih parametara (odabranih nezavisnih promenljivih) na promenljivu od znacaja. Diskriminacione
sposobnosti ispitivanih parametara su procenjene primenom Receiver Operating Characteristics (ROC)
krive, kao pokazatelja dijagnosticke ta¢nosti. Prema utvrdenim Kriterijumima, povrsina ispod krive (area
under the curve, AUC) je koris¢ena za procenu dijagnosticke tacnosti [187]. Statisticki rezultati
opservacione studije su dobijeni koris¢enjem statistickog paketa IBM®SPSS® model 22.0 (IBM, USA),
kao i koris¢enjem SNPStat online dostupnog softvera (© 2006 Institut Catala d’Oncologia,
https://www.snpstats.net/). P <0,05 je ukazivala na statisticki znacajne razlike izmedu posmatranih
podataka.

3.3.3 MDR analiza

MDR analiza pra¢ena testiranjem permutacija je koris¢ena za procenu gen-gen interakcija, kao i
interakcija gena sa faktorima spoljasnje sredine (MDR software, version: 3.0.2, build 2;
https://sourceforge.net/projects/mdr/; MDRPT module, version: 1.0.2, beta 2;
https://sourceforge.net/projects/mdr/files/mdrpt/). MDR metoda redukuje visoke-dimenzionalne
genetske podatke u jednu dimenziju, $to dozvoljava interakcijama da budu otkrivene i na relativno malim
uzorcima, poput naseg. Shodno tome, u analizu su ukljuceni svi pacijenti koji su imali potpune podatke
za sve prethodno navedene SNP (81 pacijent sa CRC), a radi poboljSanja statisticke snage ove analize,
kontrolna grupa je proSirena odredivanjem polimorfizama kod dodatno regrutovanih zdravih ispitanika.
Finalnu kontrolnu grupu za MDR softversku analizu je ¢inilo 175 zdravih dobrovoljaca.

Sposobnost modela da predvidi rizik za razvoj bolesti se procenjivala na osnovu dve vrednosti -
tacnosti testiranja (testing accuracy, TA) i konzistentnosti u unakrsnoj validaciji (Cross Validation
Consistency, CVC). Da bi model bio validan, neophodno je da TA bude 0,55 i CVC najmanje 9/10.
Najboljim modelom se smatrao onaj sa najve¢cim CVC i TA. Statisticka znac¢ajnost modela se ispitivala
testiranjem permutacija MDR modela (MDR permutation testing, MDRPT). Model u kome je p vrednost
MDRPT bila manja od 0,05 se smatrao statisticki znacajnim. Dodatno, koris¢enjem opcije za
konstrukciju interakcionih grafika (Fruchterman-Rheingold graph) bili smo u moguénosti da
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vizualizujemo i okarakterisemo interakcije izmedu razlic¢itin SNP, kao i interakcije SNP sa faktorima
spoljasnje sredine. U zavisnosti od tipa interakcije, boje interakcionih linija su se razlikovale tako da je
crvena ukazivala na najvisi stepen sinergizma, narandzasta na slabiji sinergizam, dok je s druge strane
plava ukazivala na najvisi stepen redundantnosti’, zelena na slabiju redundantnost, dok se zuta nalazila
u sredini izmedu sinergizma i redundantnosti, odnosno upucivala je na nezavisnost interakcija. Dodatno
u sklopu istrazivanja interakcija SNP, primenom SNPStat online dostupnog softvera (© 2006 Institut
Catala d’Oncologia) ispitana je i neravnoteza vezanosti gena (linkage disequlibrium, LD), za
polimorfizme od interesa.

! Genetska redundantnost se odnosi na dva ili viSe gena koji vrse istu funkciju, tako da inaktivacija jednog od ovih gena
nema efekta na fenotip.

Sinergizam se detektuje u sluc¢aju kada doprinos dveju mutacija fenotipu prevazilazi ocekivane aditivne efekate
individualnih mutacija.
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4. Rezultati

4.1 Osnovne antropometrijske karakteristike i biohemijski parametri ucesnika u
studiji

Antropometrijski parametri i osnovni biohemijski parametri kod ispitanika su predstavljeni u
Tabeli 1. Ispitivane grupe se nisu razlikovale po polu, ali je uo¢ena znac¢ajna razlika u godinama. Imajuci
u vidu potencijalni uticaj godina na vrednosti nekih od analita odredivanih u ovom istrazivanju, izvrsena
je korekcija za godine primenom ANCOVA testa. Vrednosti ITM se nisu razlikovale izmedu ispitivanih
grupa. Koncentracije ukupnih proteina i albumina su bile nize kod pacijenata dok se nivoi glukoze nisu
znacajno razlikovali. Sli¢ne su bile i koncentracije triglicerida medu grupama, dok su se ostali parametri
lipidne homeostaze razlikovali, tako da su nize koncentracije UH, HDL-h i LDL-h uocene kod pacijenata
sa karcinomom.

Tabela 1. Osnovni antropometrijski parametri i biohemijske analize kod pacijenata sa CRC i u kontrolnoj

grupi
Parametar CRC (N=99) Kontrolna grupa
(N=101)

Godine* 64,87+10,756 54,61 £7,725 <0,001
Pol (m/z)% 66/33 56/45 0,113
ITM, kg/m? 25,172 £3,283 25,826 £3,324 0,052
Albumin, g/L 39,078+4,966 47,330%4,029 <0,001

Ukupni proteini, g/L 65,789+7,262 72,729+7,067 <0,001
Glukoza, mmol/L 5,806+1,425 5,495+0,900 0,567
UH, mmol/L 4,516+1,171 5,590£1,005 <0,001
TG, mmol/L” 1,287 (1,200-1,380) 1,241 (1,148-1,342) 0,357
HDL-h, mmol/L 1,039+0,392 1,326+0,501 <0,001
LDL-h, mmol/L 2,865+1,035 3,657%0,929 <0,001

Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost+ standardna devijacija i poredeni ANCOVA testom uz korekciju za godine

starosti

*Podaci su predstavljeni kao geometrijska sredina (95% Cl)

# Poredenje je izvrSeno Studentovim t-testom. &Podaci su predstavljeni kao apsolutne frekvence i poredenje je izvrieno

x2 testom
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4.1.1 Markeri oksidativnog stresa 1 specifi¢nog lipidnog profilisanja

Rezultati uporedivanja markera specificnog lipidnog profilisanja kod pacijenata i zdravih
ispitanika su prikazani u Tabeli 2. Masena koncentracija CETP je bila niza, dok je enzimska aktivnost
bila visa kod pacijenata sa CRC. Nasuprot tome, aktivnost LCAT je bila niza kod pacijenata. Kod
ispitanika su odredivani i parametri prooksidativnog/antioksidativnog statusa. Statisticki znacajne razlike
su uocCene u PAB i paraoksonaznoj i arilesteraznoj aktivnosti enzima PON-1. Naime, PAB je bio visi
kod pacijenata sa karcinomom, dok su obe enzimske aktivnosti PON-1 bile redukovane u ovoj grupi.
lako je prevalenca fenotipa A PON-1, inac¢e okarakterisanog nizom paraoksonaznom aktivnoscu, bila
visa u CRC, razlika u distribuciji fenotipova ipak nije dostigla statisticku znacajnost.

Tabela 2. Lipidni transferni proteini, PAB i aktivnost PON-1 aktivnost u analiziranim grupama

Pacijenti sa CRC Kontrolna grupa p
Parametri (N=99) (N=101)
Aktivnost LCAT, 77,420 (50,002-105,710) 96,165 (72,915-116,500) 0,037
pmol/L/h
Aktivnost CETP, 64,750 (40,420-100,210) 48,460 (22,310-77,375) 0,030
pmol/L/h

Masena koncentracija | 315,770 (194,722- 469,425) 597,490 (462,090-794,450) <0,001
CETP, ng/mL

PAB, HKU 434,560 (183,360-739,360) 65,960 (50,893 -92,627) <0,001

Paraoksonazna 193,500 (136,000-574,500) | 296,500 (214,250-646,000) 0,030
aktivnost PON-1, U/L

Arilesterazna

aktivnost PON-1,
90,600 (62,500-114,800) 114,300 (101,250-134,600)
kU/L <0,001

Fenotip A PON-1(%)* 70,18 64,10 0,360

Podaci su prikazani kao medijana sa interkvartilnim rasponom i poredeni neparametarskom ANCOVA analizom
sa godinama kao kovarijatom

*Podaci su prikazani kao relativne frekvence i poredeni Chi-kvadrat testom.

Dodatno su ispitivane i razlike u aktivnostima LCAT, CETP i masenoj koncentraciji CETP kod
ispitanika klasifikovanih prema fenotipu PON-1. Kod pacijenata sa CRC nije bilo razlike u spomenutim
parametrima, dok je kod zdravih osoba aktivnost CETP bila znacajno visa (p<0,05) kod osoba sa
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fenotipom A PON-1 (medijana: 62,58; interkvartilni raspon: 42,25-85,08 pumol/L/h) u poredenju sa
ispitanicima sa fenotipom B (medijana: 33,25; interkvartilni raspon: 21,13-57,33 pmol/L/h).

4.1.2 Analiza korelacija izmedu antropometrijskih i biohemijskih parametara,
markera oksidativnog stresa i markera specifi¢nog lipidnog profilisanja

Spearman-ov test je u grupi pacijenata pokazao statisticki znacajnu pozitivnu korelaciju izmedu
aktivnosti LCAT i CETP (p=0,588, p<0,001). Korelacije izmedu paraoksonazne aktivnosti PON-1 i UH
(p=0,350, p=0,003), kao i paraoksonazne aktivnosti i HDL-h (p=0,277, p=0,018) su takode bile statisticki
znacajne. Arilesterazna aktivnost PON-1 je pozitivno korelirala sa HDL-h (p=0,285, p=0,016), dok je
aktivnost LCAT pozitivno korelirala sa koncentracijama UH (p=0,232, p=0,036). Ispitana je i povezanost
nivoa PAB sa aktivnostima LCAT, CETP i PON-1. lako kod pacijenata nije uocena statisti¢ki znacajna
korelacija izmedu navedenih markera, masena koncentracija CETP je pokazala pozitivnu relaciju sa
vrednostima PAB (p=0,321, p=0,015).

U kontrolnoj grupi ITM je pozitivno korelirao sa koncentracijom glukoze (p=0,215, p=0,036) i
sa nivoima TG (p=0,294, p=0,004), dok je negativna korelacija uoc¢ena izmedu ITM i koncentracije
HDL-h (p=-0,274, p=0,007). Oc¢ekivano, koncentracija TG je bila u negativnoj korelaciji sa nivoom
HDL-h (p=-0,544, p<0,001), pozitivnoj sa LDL-h (p=0,354, p<0,001), ali i sa aktivnos¢éu LCAT
(p=0,329, p=0,002). Koncentracije HDL-h su pored spomenute negativne korelacije sa TG, negativno
korelirale sa nivoima LDL-h (p=-0,210, p=0,037), no iznenadujuce i sa aktivnoséu LCAT (p=-0,220,
p=0,044). Pozitivna korelacija je postojala izmedu vrednosti PAB i koncentracije HDL-h (p=0,352,
p=0,011). Aktivnosti LCAT i CETP su medusobno pozitivno korelirale (p=0,412, p<0,001), dok je
pozitivna korelacija uocena i izmedu aktivnosti LCAT i koncentracija LDL-h (p=0,358, p=0,001). PAB
ni u kontrolnoj grupi nije pokazao znacajnu korelaciju sa aktivnostima LCAT i CETP. lzuzev pozitivne
korelacije izmedu arilesterazne aktivnosti PON-1 i koncentracije UH (p=0,216, p=0,038), nije uocena
nikakva znacajna korelacija izmedu ostalih parametara sa arilesteraznom ili paraoksonaznom aktivno$éu
PON-1 kod zdravih osoba.

4.1.3 Ispitivanje dijagnostickog znacaja markera oksidativnog stresa i specifi¢nog
lipidnog profilisanja

Univarijantna logisticka regresiona analiza je dalje sprovedena kako bi se identifikovali
potencijalni prediktivni markeri za prisustvo CRC. Parametri logisti¢ke regresione analize (0odds ratio,
OR 195% CI) za aktivnosti LCAT, CETP i PON-1, kao i za masenu koncentraciju CETP su prikazani u
tabeli 3. Univarijantna analiza je izdvojila aktivnost i masenu koncentraciju CETP, koncentracije HDL-
h, nivoe PAB i arilesteraznu aktivnost PON-1 kao statisticki znacajne varijable, dok nasuprot tome OR
za aktivnost LCAT i paraoksonaznu aktivnost PON-1 nije dostigao statisticku znacajnost (tabela 3).
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Tabela 3. Univarijantna binarna logisticka regresiona analiza za ispitivanje znacaja odredivanih markera
u predikciji pojave CRC

Parametar OR 95% ClI P

Aktivnost CETP, umol/L/h 1,010 1,004-1,017 0,002
Masena koncentracija CETP, 0,994 0,992- 0,996

<0,001
ng/mL
Aktivnost LCAT, pumol/L/h 1,002 0,997-1,006 0,468
HDL-h, mmol/L 0,218 0,104-0,458 <0,001
Paraoksonazna aktivnost PON-1, 0,999 0,998-1,000 0,058
U/L
Arilesterazna aktivnost
PON-1, kU/L 0,971 0,959-0,983 <0,001
Fenotip A PON-1 (%) 0,778 0,374-1,621 0,503
PAB, HKU 1,068 1,035-1,102 <0,001

Da bi se dalje ispitao nezavisni potencijal aktivnosti i masene koncentracije CETP u predikciji
razvoja CRC, konstruisani su razli¢iti modeli uz upotrebu multivarijantne logisti¢ke regresione analize:
prvi, sa korekcijom za godine, pol, koncentraciju TG, HDL-h, LDL-h i drugi, sa korekcijom za
arilesteraznu aktivnost PON-1 i PAB. Aktivnost CETP je zadrzala statisticku zna¢ajnost u modelu 1,
medutim nakon korekcije za parametre oksidativnog statusa (model 2) nije dokazan statisticki znac¢ajan
potencijal ovog parametra u predvidanju pojave CRC (tabela 4).
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Tabela 4. Multivarijantna binarna regresiona analiza za procenu znacaja aktivnosti CETP kao nezavisnog

prediktora razvoja CRC

Model 1

Parametar OR 95% CI p
Aktivnost CETP,
1,010 1,001-1,020 0,025

pmol/L/h

Godine 1,123 1,070-1,177 <0,001
Pol (m/z) 0,678 0,268-1,713 0,411
LDL-h, mmol/L 0,426 0,274-0,660 <0,001
HDL-h, mmol/L 0,145 0,046-0,453 <0,001
TG, mmol/L 0,759 0,349-1,651 0,487

Model 2

Parametar OR 95% Cl p
Aktivnost CETP,

umol/L/h 0,984 0,961-1,007 0,160
Arilesterazna

aktivnost PON-1,

KUIL 0,997 0,964-1,031 0,868
PAB, HKU 1,074 1,029-1,120 0,001

Enter model. Sve varijable su kontinuirane izuzev pola: 0-Zene, 1-muskarci

Analogno kao kod ispitivanja prognostickog potencijala aktivnosti CETP, iste analize su izvrsene
i za procenu doprinosa masene koncentracije ovog enzima za predikciju rizika za razvoj CRC. Masena
koncentracija CETP je pokazala statisticku zna¢ajnost u modelu 1, ali i nakon uvrstavanja ¢inilaca redoks
balansa u model, ovaj parametar zadrZava statisticku znacajnost (tabela 5). S obzirom da jetra predstavlja
glavno mesto sinteze CETP, a ujedno i mesto najcesé¢ih metastaza CRC, na kraju je uradena i korekcija
za koncentracije albumina kao jednog od pokazatelja ocuvanosti sintetske funkcije jetre. Masena
koncentracija CETP je i dalje ostala statisticki znacajan prediktor rizika za razvoj CRC
(OR:0,994;ClI:0,990-0,998; p=0,003).



Tabela 5. Multivarijantna binarna logisticka regresiona analiza za za procenu znacaja masene
koncentracije CETP kao nezavisnog prediktora razvoja CRC

Model 1

Parametar OR 95% ClI p

Masena koncentracija

CETP, ng/mL

0,993 0,990-0,996 <0,001
Godine 1,139 1,078-1,204 <0,001
Pol (m/z) 0,643 0,224-1,845 0,411
LDL-h, mmol/L 0,481 0,305-0,759 0,002
HDL-h, mmol/L 0,160 0,047-0,548 0,004
TG, mmol/L 1,354 0,564-3,249 0,498

Model 2

Masena koncentracija

CETP, ng/mL 0,982 0,966-0,997 0,023
Arilesterazna aktivnost 0,968 0,923-1,015 0.181
PON-1, kU/L

PAB, HKU 1,093 1,018-1,175 0,015

Sve varijable su kontinuirane izuzev pola: 0-Zene, 1-muskarci

Nadalje je ispitivana dijagnosticka ta¢nost aktivnosti LCAT, CETP i PON-1, kao i masene
koncentracije CETP i nivoa PAB primenom ROC analize, tj. procenom AUC. Rezultati su predstavljeni
u sklopu slike 29. Prema ve¢ uspostavljenim kriterijumima AUC izmedu 0,7 i 0,8 definise dobru
dijagnosticku ta¢nost, vrednosti izmedu 0,8 i 0,9 veoma dobru dijagnosti¢ku tacnost, dok analit sa AUC
izmedu 0,9 i 1 predstavlja biomarker sa odlicnom dijagnosti¢cnom ta¢no$¢u. Rezultati su pokazali da PAB
predstavlja potencijalni dijagnosticki marker za CRC sa odli¢nom dijagnostic(kom ta¢no$¢u, dok se
dijagnosticka tacnost masene koncentracije CETP mogla okarakterisati kao veoma dobra.
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Slika 29. Dijagnosticka taénost markera specifiénog lipidnog profilisanja i redoks balansa kod pacijenata sa CRC

4.2 Ispitivanje znacaja IGF1 i E-kadherina kao biomarkera CRC

U tabeli 6. su prikazani rezultati statisticke analize razlika u koncentracijama E-kadherina i IGF1
kod pacijenata i u kontrolnoj grupi. Kako su i ovde grupe bile homogene po polu (p=0,400), a razlika u
godinama postojala (p<0,001), da bi se izbegao uticaj godina, poredenje varijabli je radeno parametarskim
i neparametarskim ANCOVA testom sa korekcijom za uzrast. Analiza je ukazala na postojanje zna¢ajno
nizih koncentracija IGF1 i znacajno Visih koncentracije E-kadherina kod pacijenata sa CRC (tabela 6).

Dodatno, pacijenti sa CRC su imali znac¢ajno nize vrednosti ITM u odnosu na zdrave ispitanike (tabela
6).

64



Tabela 6. Uporedna analiza koncentracija IGF1 i E-kadherina kod pacijenata sa CRC i zdravih ispitanika

CRC ‘ Kontrolna grupa ‘ p

N 70 75

Godine” 64,90+11,199 54,79+7,792 <0,001
Pol (m/2)* 44/26 42/33 0,400
ITM, kg/m?2& 25,496+3,480 26,644+3,574 0,028
IGF1, ng/mL && 69,172 (52,876-87,179) | 90,276 (79,427-106,835) | 0,019
E-kadherin,

gL 121,819 (106,110-146,290) | 61,036 (49,037-68,298) | <0,001

“Podaci su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija. Poredenje je izvr$eno Studentovim t-testom
#Podaci su predstavljeni kao apsolutne frekvence i uporedeni %> testom.
& Podaci su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija. Poredenje je izvrSeno parametarskim
ANCOVA testom uz korekciju za godine starosti
&&podaci su predstavljeni kao medijana sa interkvartilnim opsegom. Poredenje je izvrSeno neparametarskim
ANCOVA testom uz korekciju za godine starosti

U pokusaju da se sveobuhvatno istrazi i potvrdi potencijalni uticaj godina na uocene razlike u
koncentracijama IGF1 i E- kadherina izmedu pacijenata i kontrolne grupe, ispitanici su grupisani u tri
razlicite starosne kategorije. Kao $to je prikazano u tabeli 7 i na slici 30 nivo IGF1 se smanjuje sa
godinama, s tim da su vrednosti konzistentno bile nize kod pacijenata sa CRC u poredenju sa zdravim
ispitanicima. U kategoriji osoba starosti 30-50 godina, uoc¢en je trend nizih koncentracija IGF1 kod
pacijenata nego u zdravih ispitanika, ali sa grani¢nom statistickom znacajnos¢u (p=0,088). Nadalje,
vrednosti IGF1 su bile znacajno nize u podgrupi pacijenata starosti od 51-70 godina i 71-90 godina u
odnosu na istu starosnu kategoriju kod zdravih osoba. Koncentracije E-kadherina su nasuprot tome rasle
kroz starosne podgrupe, s tim da su ustaljeno bile vise u grupi pacijenata sa CRC.
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Tabela 7. Razlike u koncentracijama IGF1 i E-kadherina izmedu pacijenata sa CRC i zdravih osoba
klasifikovanih u razlicite starosne grupe

Starosne | Broj ucesnika

grupe CRC/Kontrolna CRC Kontrolna grupa p
grupa
30-50 6/20 88,072 (73,562-102,954) 97,128 (90,704-121,110) | 0,088
godina
51-70 39/52 73,339 (55,108-93,355) 87,706 (76,429-104,694) | 0,003
godina
71-90 25/3 56,373 (47,593-70,065) 81,140 (78,285-103,409) | 0,031
godina

E-kadherin, ng/ml

Starosne | Broj ucesnika

grupe CRC/Kontrolna CRC Kontrolna grupa p
grupa

30-50 6/20 105,715 (70,587-127,266) 58,352 (46,037-66,956) 0,007
godina

51-70 39/52 117,398 (108,320-143,448) | 61,351 (49,116-69,798) | <0,001
godina

71-90 25/3 128,450 (105,715-162,393) | 67,667 (38,301-80,297) 0,014
godina

Podaci su predstavljeni kao medijana (interkvartilni raspon) i uporedivani Mann-Whitney U-testom.
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Slika 30. Promene koncentracija IGF1 i E-kadherina u razli¢itim starosnim kategorijama pacijenata sa CRC i zdravih
ispitanika



Potom su ispitivane promene u nivoima IGF1 i E-kadherina u odnosu na razlicite karakteristike
pacijenata (tabela 8). Koncentracije IGF1 su bile statisticki znac¢ajno vise kod muskaraca u odnosu na
zene. Da bi se ispitao uticaj pola na nivo IGF1, izvrSeno je i poredenje muskaraca i zena izmedu
pacijenata i kontrola. Koncentracije IGF1 su bile nize kod muskih pacijenata sa CRC (p<0,001)
(medijana: 73,785 ng/mL; interkvartilni raspon: 62,326-91,867 ng/mL) u odnosu na zdrave muskarce
(medijana: 94,840 ng/mL; interkvartilni raspon: 86,568-113,121 ng/mL). Sli¢no, zene sa CRC su imale
znacajno (p<0,001) nize nivoe IGF1 (medijana: 53,992 ng/mL; interkvartilni raspon: 43,128-78,250
ng/mL) u odnosu na zdrave zene (medijana: 82,282 ng/mL; interkvartilni raspon: 76,857-93,131 ng/mL).

Razlike u koncentraciji IGF1 u odnosu na ITM ili prisustvo dijabetesa nisu nadene. Medutim
nivoi IGF1 su varirali u odnosu na lokalizaciju tumora. Pacijenti sa karcinomom rektuma su imali vise
koncentracije IGF1 u odnosu na ispitanike sa karcinomom kolona. Nisu postojale razlike u
koncentracijama IGF1 u zavisnosti od gradusa CRC, ali su rezultati ukazali na smanjenje u
koncentracijama ovog parametra kroz stadijume bolesti, sa znacajnom razlikom dostignutom izmedu
stadijuma B1 i D (p=0,042, prema Mann-Whitney U testu). Sto se ti¢e E-kadherina, razlike nisu nadene
ni u odnosu na jednu od ispitivanih karakteristika pacijenata sa CRC (tabela 8).
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Tabela 8. Razlike u koncentracijama IGF1 and E-kadherina u odnosu na razli¢ite antropoloske i klinicke
karakteristike pacijenata sa CRC

Kategorija % E-cadherin,

CRC pacije ng/mL

pacijenata | nata

Pol

Muskarci 62,9% | 73,785 (62,326-91,867) | 0,003 | 121,977 (104,926-147,000) | 0,738
Zene 37,1% | 53,992 (43,128-78,250) 121,503 (107,846-143,448)

ITM

<25 kg/m? | 43,5% | 64,856 (44,319-92,835) | 0,826 | 109,662 (104,926-141,238) | 0,058
>25kg/m? | 56,5% | 69,023 (55,332-81,822) 127,344 (111,241-147,237)
Diabetes

mellitus

Prisustvo 15,7% | 68,935 (55,927-73,765) | 0,846 | 117,240 (104,926-146,290) | 0,716
Odsustvo 84,3% | 70,511 (50,867-88,965) 122,292 (106,505-146,290)
Lokalizacija

tumora

Kolon 69,5% | 62,177 (48,337-81,524) | 0,048 | 121,345 (104,926-146,290) | 0,717
Rektum 30,5% | 79,441 (64,038-93,355) 119,135 (109,031-142,895)

Gradus

tumora

Gradus | 28,8% | 68,725 (55,332-86,286) | 0,823 | 123,240 (104,926-142,501) | 0,926
Gradus Il 56,1% | 71,404 (49,676-90,900) 116,924 (104,926-146,763)

Gradus Il | 15,1% | 66,940 (56,671-85,096) 127,502 (108,873-149,132)
Stadijum

tumora

StadijumB1 | 12,9% | 94,918 (59,052-102,061) | 0,023 | 122,608 (117,082-147,553) | 0,948
Stadijum B2 | 45,7% | 70,958 (55,406-83,384) 122,450 (102,558-146,053)
StadijumC1l | 8,5% | 73,041 (45,500-91,346) 123,240 (88,427-178,971)

Stadijum C2 | 22,9% | 60,540 (48,932-89,263) 112,030 (107,373-132,554)
Stadijum D | 10,0% | 53,546 (38,664-73,785) 142,501 (110,925-166,814)

Podaci su predstavljeni kao medijana sa interkvartilnim rasponom i poredeni Mann-Whitney U-testom ili Jonckheere-Terpstra testom.




4.2.1 Ispitivanje prediktivnog i dijagnosti¢kog znacaja IGF1 i E-kadherina

Ispitivana je i nezavisna povezanost IGF1 i E-kadherina sa rizikom za pojavu CRC. Dobijeni
rezultati su predstavljeni u tabeli 9. Preliminarni rezultati univarijantne logisticke regresije su ukazali da
su oba markera, i IGF1 i E-kadherin znacajni prediktori pojave CRC. Kako bi se dalje istrazili ovi
rezultati, primenjena je multivarijantna analiza. Godine, ITM i pol kao prethodno priznati faktori rizika
za CRC su ukljuceni u model zajedno sa koncentracijama IGF1 i E-kadherina. 1zvedena multivarijantna
analiza je otkrila da su muski pol, ITM i koncentracije oba markera, IGF1 i E-kadherina, nezavisno
povezani sa rizikom za razvoj CRC (tabela 9).

Tabela 9. Logisticka regresiona analiza znacaja koncentracija IGF1 i E-kadherina sa u predikciji pojave
CRC

OR \ 95% CI \ p
Univarijantna analiza
IGF1, ng/mL 0,964 (0,949-0,980) <0,001
E-kadherin, ng/mL 1,109 (1,072-1,146) <0,001
Multivarijantna analiza
Godine 1,069 (0,977-1,170) 0,146
Pol, m/z 12,939 (1,643-101,879) 0,015
ITM, kg/m? 0,625 (0,456-0,858) 0,004
IGF1, ng/mL 0,965 (0,932-0,998) 0,040
E-cadherin, ng/mL 1,137 (1,075-1,203) <0,001

Unete varijable su kontinuirane. izuzev pola (muskarci-1, Zene-0)

Na kraju je ispitivana i dijagnosticka ta¢nost IGF1 i E-kadherina ROC analizom. Dobijeni
rezultati su sugerisali da je klini¢ka ta¢nost za IGF1 prihvatljiva, (AUC=0,757), dok se povrsina ispod
krive (AUC=0,954) za E-kadherin mogla smatrati odlicnom. Ispitivana je i AUC za ITM i za pol, s
obzirom da su ovi parametri takode predstavljali znacajne varijable prema multivarijantnoj logistickoj
analizi. Medutim dobijene AUC za ITM i za pol nisu dostigle statisticku znac¢ajnost (p=0,094 i p=0,476).
Ukoliko se kao cut off za koncentraciju IGF1 koristi vrednost od 77,386 ng/mL, osetljivost iznosi 81,3%,
a specifi¢nost 64,3%. Sa druge strane, kod odredivanja E-kadherina, pri cut off vrednosti od 83,454
ng/mL se dostigla osetljivost od 90% i specifi¢nost od 94,7%. Model koji je predstavljao kombinaciju
ova dva markera je imao AUC od 0,966, sto je ukazalo na njegov visok dijagnosticki potencijal kod CRC
(tabela 10). Medutim, prilikom poredenja ROC krivi dobijenih za E-kadherin samostalno i u kombinaciji
sa IGF1, nije uocena statisti¢ki znacajna razlika (p=0,121).
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Tabela 10. Klinicka ta¢nost ispitivanih parametara za dijagnostiku CRC

AUC ‘ 95% ClI ‘ p
ITM, kg/m? 0,583 (0,487-0,679) 0,094
Pol, muskarci 0,534 (0,440-0,628) 0,476
IGF1, ng/mL 0,757 (0,677-0,837) <0,001
E-kadherin, ng/mL 0,954 (0,917-0,991) <0,001
IGF1 + E-kadherin 0,966 (0,935-0,996) <0,001

4.2.2 Ispitivanje povezanosti SNP IGF1 (rs2946834) i rizika za razvoj CRC

U nastavku smo istrazivali eventualnu povezanost SNP IGF1 (rs2946834) sa povecanim
rizikom za razvoj CRC. Razlike u distribuciji genotipova izmedu pacijenata sa CRC i kontrolne grupe
nije bilo (p=0,966). Dalje su ispitane razlike u koncentracijama IGF1, E-kadherina, parametara lipidnog
statusa i vrednostima ITM kod pacijenata sa CRC i u kontrolnoj grupi u odnosu na pomenuti
polimorfizam. Statisticke znacajne razlike ni u jednom od ispitivanih markera izmedu ispitanika sa GG
genotipom i osoba sa GA+AA genotipom, niti u CRC, niti u kontrolnoj grupi nisu bile uocene (tabela
11). Dodatno, odstupanje od Hardy Weinbergovog principa ravnoteze nije postojalo ni u jednoj od
ispitivanih grupa, a dobijene su sledece relativne frekvence genotipova: CRC: GG=0,42 GA=0,50
AA=0,08; ¥?=1,041; p=0,307; Kontrolna grupa: GG=0,41 GA=0,49 AA=0,10; ¥*=0,738; p=0,390;
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Tabela 11. Razlike u ispitivanim parametrima u odnosu na SNP IGF1 (rs2946834)

Parametar

p

GG

GA+AA

P

Kontrolna grupa

ITM, kg/m? 24,745%3,583 25,339+2,932 0,506 | 26,073(24,923-27,271) 26,662(25,568-27,803) | 0,472°
TG, 1,195 (0,951-1,440) 1,348 (1,078-1,538) 0,285? 1,157 (0,889-1,354) 1,378 (1,213-1,566) 0,082°
mmol/L

HDL-h, 0,890 (0,766-1,035) 0,939 (0,841-1,049) 0,553° 1,293 +0,384 1,307 £0,437 0,884
mmol/L

UH, 4,257+0,926 4,458+1,225 0,485 5,396+0,968 5,691+1,090 0,233
mmol/L

LDL-h, 2,729+0,827 2,862+0,963 0,574 3,523+0,887 3,717+0,993 0,390
mmol/L

IGF1, 65,223 (55,424-76,736) | 67,717 (60,492-75,823) | 0,689 | 94,844 (78,285-111,403) | 89,990 (80,569-100,697) | 0,375%
ng/mL

E-kadherin. 117,192+32,105 132,283+43,156 0,137 57,919 £14,260 61,351 £15,094 0,324
ng/mL

Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i uporedivani Studentovim t-testom.

4 Podaci su predstavljeni kao medijana (interkvartilni raspon) i uporedivani Mann-Whitney U- testom.

® Podaci su predstavljeni kao geometrijska sredina (95% CI)
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4.3 Ispitivanje markera adiponektinskog statusa i njihove povezanosti sa
metaboli¢kim 1 imunoloskim parametrima kod pacijenata sa CRC i u
kontrolnoj grupi

Istrazivanje je izvedeno u uzorcima 73 pacijenata sa CRC i 80 zdravih ispitanika. Grupe su bile
homogene po polu, a pacijenti su i ovde bili zna¢ajno stariji i imali nizi ITM od zdravih osoba. Ispitivanje
nivoa genske ekspresije Adiporl i 2 u PBMC je pokazalo da su nivoi iRNK Adiporl bili nizi kod
pacijenata sa CRC, dok se nivo iRNK Adipor2 nije razlikovao izmedu grupa (tabela 12). Od
imunoloskih parametara ispitivana je razlika u nivoima genske ekspresije TNF-a. Redukcija u nivoima
IRNK TNF-a je takode zapazena kod pacijenata sa CRC (tabela 12).

Tabela 12. Razlike u nivoima genske ekspresije Adiporl, Adipor2 i TNF-a izmedu pacijenata sa CRC
i kontrolne grupe

Parametar CRC (N=73) Kontrolna grupa (N=80)

Godine? 66,5 (58-74) 53 (50,2-58) <0,001
Pol (7/m) 24/49 38/42 0,066
ITM, kg/m? 24,695+2,925 26,202+3,984 0,010
Adiporl iRNK? 0,535 (0,446-0,748) 0,849 (0,706-1,088) <0,001
Adipor2 iRNK® 0,978 (0,913-1,047) 0,939 (0,869-1,016) 0,442
TNF-a iRNK ° 0,792 (0,688-0,912) 0,962 (0,877-1,056) 0,023

8 Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon), dok je poredenje uradeno Mann-Whitney U- testom.

® Podaci su prikazani kao geometrijska sredina i 95% CI, dok je poredenje uradeno Studentovim t- testom

4.3.1 Analiza korelacija izmedu antropometrijskih 1 lipidnih parametara,
adiponektinskih receptora i TNF-a

Korelaciona analiza odnosa izmedu ispitivanih varijabli je pokazala da u grupi pacijenata sa
CRC pozitivno koreliraju nivo iRNK TNF-a i koncentracija HDL-h, dok je negativna veza uocena
izmedu HDL-h i nivoa genske ekspresije Adiporl (tabela 13). Sa druge strane u kontrolnoj grupi nivoi
IRNK TNF-a i Adiporl su negativno korelirali sa UH, dok je pozitivna korelacija uocena izmedu
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IRNK TNF-a i Adiporl (tabela 13). Nivoi iIRNK Adiporl i Adipor2 su pozitivno korelirali u obe

ispitivane grupe (tabela 13).

Tabela 13. Znacajne korelacije izmedu Adiporl i Adipor2, TNF-o iIRNK i parametara lipidne

homeostaze
CRC

Parametar HDL-h, mmol/L Adiporl iRNK
TNF-a IRNK r = 0,238; p=0,043 p =0,142; p=0,230
Adipor2 iRNK r =-0,129; p=0,278 p = 0,268; p=0,022
Adiporl iRNK =-0,262; p=0,025 /
Parametar UH, mmol/L Adiporl iRNK
TNF-a IRNK p =-0,228; p=0,043 r = 0,619; p<0,001
Adipor2 iIRNK p =-0,204; p=0,072 r = 0,634; p<0,001
Adiporl iRNK p =-0,230; p=0,042 /

4.3.2 Ispitivanje povezanosti SNP ADIPOQ (rs266729) i rizika za razvoj CRC

Statisticki znaCajna razlika u distribuciji genotipova u sluéaju ADIPOQ (rs266729)
polimorfizma izmedu CRC pacijenata i kontrola nije postojala (p=0,492). Ispitivano je postojanje razlika
u nivoima genske ekspresije TNF-a, Adiporl i Adipor2, kao i u vrednostima lipidnih markera i ITM u
odnosu na odredeni genotip rs266729 polimorfizma (zasebno u CRC i u kontrolnoj grupi). Niza
ekspresija TNF-a je zabelezena u grupi CRC pacijenata sa CG i GG genotipom u poredenju sa CC
genotipom sa grani¢nom statistickom znacajnoséu (p=0,053). Kada su u pitanju ostali parametri, nisu
uocene znacajne razlike ni u jednom od ispitivanih analita izmedu osoba sa CC genotipom i osoba sa
CG+GG genotipom, niti u CRC, niti u kontrolnoj grupi (tabela 14). Odstupanje od Hardy Weinbergovog
principa ravnoteZe nije postojalo ni u jednoj od ispitivanih grupa, a dobijene su sledece relativne
frekvence genotipova CRC: CC=0,52 CG=0,36 GG=0,12; ¥>=1,735; p=0,188; kontrolna grupa: CC=0,44
CG=0,45 GG=0,11; ?>=0,003; p=0,955.



Tabela 14. Razlike u ispitivanim parametrima u odnosu na SNP ADIPOQ (rs266729)

Parametar

Kontrolna grupa

CG+GG

ITM, kg/m? 24,570+3,201 24,826+2,646 0,725 26,254+3,802 26,159+4,170 0,917
TG, mmol/L 1,284 (1,168-1,413) 1,195 (1,061-1,345) 0,335° 1,272 (1,119-1,444) 1,223 (1,067-1,403) 0,685°
HDL-h,

mol/L 0,995 (0,883-1,120) 0,975 (0,875-1,086) 0,803" 1,276 (1,126-1,446) 1,264 (1,120-1,425) 0,910°
UH, mmol/L 4,454 (4,058-4,889) 4,263 (3,934-4,619) 0,475° 5,808+1,047 5,503+1,028 0,199
LDL-h

ol /’L 2,786 (2,456-3,160) 2,611 (2,302-2,961) 0,463° 3,828+0,960 3,539+0,989 0,196
Adiporl

ONK 0,526 (0,448-0,646) 0,549 (0,401-0,885) 0,903? 0,802 (0,661-1,100) | 0,876 (0,728-1,083) 0,385?
Adipor2 b

PNK 1,024 (0,923-1,137) 0,931 (0,852-1,017) 0,166 0,885 (0,729-1,145) | 0,872 (0,679-1,192) 0,8122
TNF-a iRNK | 0,939 (0,680-1,302) 0,704 (0,468-1,171) 0,0532 0,987 (0,643-1,393) | 0,977 (0,776-1,163) 0,6872

Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i uporedivani Studentovim t-testom.

4 Podaci su predstavljeni kao medijana (interkvartilni raspon) i uporedivani Mann-Whitney U- testom.

b Podaci su predstavljeni kao geometrijska sredina (95% Cl) i uporedeni Studentovim t-testom
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4.3.3 Ispitivanje povezanosti SNP ADIPORL1 (rs7539542) i rizika za razvoj CRC

Analogno prethodnom ispitivanju, iste analize su izvedene za polimorfizam ADIPOR1
(rs7539542). Razlika u distribuciji genotipova nije nadena izmedu pacijenata i kontrola (p=0,778).
Ispitivanje razlika izmedu parametara u grupama pacijenata i zdravih ispitanika je pokazalo da pacijenti
sa CRC sa CG i GG genotipom imaju nize koncentracije HDL-h, LDL-h i UH, dok zdravi ispitanici sa
istim genotipom imaju povisene nivoe TG (tabela 15). Odstupanje od Hardy-Weinbergovog principa
ravnoteze nije postojalo niu jednoj od grupa, a dobijene su sledeée relativne frekvence genotipova CRC:
CC=0,48 CG=0,45 GG=0,07; ¥*=0,563; p=0,453; kontrolna grupa: CC=0,51 CG=0,40 GG=0,09;
»*=0,045; p=0,832.
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Tabela 15. Razlike u ispitivanim parametrima u odnosu na SNP ADIPOR1 (rs7539542)

Parametar

Kontrolna grupa

CC

CG+GG

ITM, kg/m? 25,279+2,606 24,073+3,153 0,094 26,030+3,546 26,383+4,439 0,698
TG, mmol/L 1,275 (1,167-1,391) 1,210 (1,073-1,365) 0,489° 1,098 (0,965-1,251) | 1,413 (1,244-1,605) | 0,006"
HDL-h,

oL 1,140+0,437 0,952+0,241 0,029 1,276 (1,111-1,464) | 1,262 (1,136-1,403) | 0,904°
UH, mmol/L 4,839 (4,472-5,237) | 3,963 (3,648- 4,306) 0,001° 5,601+1,037 5,668+1,056 0,777
LDL-h, A

ol 3,068 (2,751-3,423) 2,401 (2,114-2,727) 0,004 3,663+0,963 3,664+1,013 0,996
Adiporl iRNK | 0,535 (0,454-0,674) | 0,528 (0,399- 0,794) 0,453* | 0,870 (0,691-1,096) | 0,834 (0,725-1,073) | 0,866%
Adipor2 iRNK | 0,979 (0,885-1,085) 0,977 (0,887-1,075) 0,961° | 0,792 (0,668-1,192) | 0,939 (0,776-1,145) | 0,220°
TNF-0 iRNK 0,837 (0,647-1,219) 0,794 (0,579-1,204) 0,651*° | 0,954 (0,825-1,104) | 0,971 (0,862-1,093) | 0,856°

Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i uporedivani Studentovim t-testom.

4 Podaci su predstavljeni kao medijana (interkvartilni raspon) i uporedivani Mann-Whitney U- testom.

b Podaci su predstavljeni kao geometrijska sredina (95% Cl) i uporedeni Studentovim t-testom
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4.3.4 Ispitivanje povezanosti SNP TNF-a (rs1800629) i rizika za razvoj CRC

Dodatno je ispitana povezanost polimorfnih varijanti TNF-o (rs1800629) sa nivoima genskih
ekspresija adiponektinskih receptora i samog TNF-a, kao i povezanost ovog polimorfizma sa
parametrima lipidnog statusa i ITM zasebno kod pacijenata i u kontrolnoj grupi. Razlike u distribuciji
genotipova izmedu pacijenata i kontrola nije bilo (p=0,614). U grupi ispitanika sa CRC nije bio prisutan
nijedan homozigot AA, dok je samo jedan nosilac ovog genotipa bio uoc¢en u kontrolnoj grupi. Nivoi
genskih ekspresija, kao i lipidni parametri se nisu razlikovali po genotipu, kako kod pacijenata sa CRC,
tako i kod zdravih osoba (tabela 16). Odstupanje od Hardy-Weinbergovog principa ravnoteze nije
postojalo ni u jednoj od formiranih grupa, a dobijene su sledece relativne frekvence genotipova CRC:
GG=0,79 GA=0,21 AA=0; ¥*=0,957; p=0,328; kontrolna grupa: GG=0,80 GA=0,19 AA=0,01; »>=0,013;
p=0,9009.
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Tabela 16. Razlike u ispitivanim parametrima u odnosu na SNP TNF-a (rs1800629)

Parametar

Kontrolna grupa

GA+AA

ITM, kg/m? 24,848+3,067 24,17342,400 0,436 26,208+4,127 26,178+3,492 0,978
TG, mmol/L 1,242 (1,143-1,349) 1,236 (1,026-1,488) 0,957° 1,258 (1,134-1,396) 1,190 (0,941-1,505) | 0,636"
HDL-h, 1,041 £0,342 1,045 0,432 0,976 1,314 +0,490 1,545 0,602 0,112
mmol/L

UH, mmol/L 4,323 (4,051-4,612) 4,514 (3,792-5,375) 0,568° 5,587+1,092 5,822+0,808 0,424
LDL-h, 2,680 (2,449-2,934) 2,780 (2,124-3,641) 0,738° 3,658+1,050 3,682+0,673 0,912
mmol/L

Adiporl 0,530 (0,444-0,794) 0,568 (0,449-0,631) 0,594% 0,832 (0,704-1,074) 0,909 (0,725-1,269) | 0,361%
IRNK

Adipor2 0,989 (0,916-1,067) 0,939 (0,790-1,117) 0,548° 0,887 (0,668-1,186) 0,869 (0,742-1,155) | 0,540%
IRNK

TNF-0 IRNK 0,810 (0,624-1,304) 0,683 (0,422-1,067) 0,445% 0,972 (0,885-1,068) 0,923 (0,683-1,246) | 0,656°

Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i uporedivani Studentovim t-testom.

@ Podaci su predstavljeni kao medijana (interkvartilni raspon) i uporedivani Mann-Whitney U- testom.

b Podaci su predstavljeni kao geometrijska sredina (95% Cl) i uporedivani Studentovim t-testom
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4.3.5 Ispitivanje nezavisnog doprinosa polimorfnih varijanti ADIPOQ i ADIPOR1
promenama nivoa ekspresije gena TNF-a i koncentracija lipidnih markera

S obzirom na postavljenu hipotezu prema kojoj polimorfizmi gena povezanih sa nivoom i
funkcijom adiponektina mogu biti od znacaja za razvoj inflamatornog odgovora i dislipidemije u CRC,
ispitivali smo doprinos polimorfnih varijanti ADIPOQ i ADIPOR1 promenama nivoa ekspresije gena
TNF-a i koncentracija lipidnih markera (UH, HDL-h, LDL-h). Najpre je izvedena univarijantna linearna
regresija koja je ukazala na statisticki znacajnu povezanost izmedu ITM i genske ekspresije TNF-a, zatim
izmedu koncentracija TG i UH, kao i TG i LDL-h (tabela 17). Na osnovu rezultata univarijantne
regresione analize i prethodno uocenih razlika u nivoima genske ekspresije TNF-a i koncentracijama
lipidnih parametara u okviru genotipskih podgrupa (CC i CG+GG) (tabele 14 i 15) polimorfizama
ADIPOQ i ADIPORL, formirani su modeli multivarijantne linearne regresije. Ova analiza je radena samo
u grupi pacijenata sa CRC, s obzirom da nas je ishod zanimao prvenstveno u karcinomu. Model 1 u koji
su bili ukljuceni ITM i SNP ADIPOQ rs266729 je objasnio 9,9 % varijacije nivoa IRNK TNF-a, pri ¢emu
su obe promenljive predstavljale nezavisne i znacajne prediktore promena u zavisnoj promenljivoj
(tabela 18). U Modelu 2 SNP ADIPOR1 rs7539542 i koncentracija TG, su bili odgovorni za 16,4 %
varijacije u koncentraciji LDL-h, dok je model 3 sa statisticki znacajnim kovarijatama (SNP ADIPOR1
rs7539542 i koncentracija TG) mogao da se dovede u vezu sa 26,8 % varijacija u koncentraciji UH
(tabela 18). U modelu koji je uklju¢ivao HDL-h, prediktor ADIPOR1 rs7539542 nije pokazao statisticku
znacajnost, te ovi rezultati u okviru doktorata nisu istaknuti.

Tabela 17. Univarijantna linearna regresiona analiza znacajne povezanosti izmedu ITM i nivoa genske
ekspresije TNF-a, koncentracije TG i UH i koncentracije TG i LDL-h kod pacijenata sa CRC

Standardizovan koeficijent p p Korigovano R?; p
(Standardna greska)

ITM, kg/m?* 0,267 (0,619) 0,030 R270,057; p=0,030
TG, mmol/L"™" 0,306 (0,133) 0,008 R270,081; p=0,008
TG, mmol/L? 0,404 (0,089) <0,001 R?70,151; p<0,001

*Univarijantna linearna regresija: TNF-o iRNK zavisna promenljiva, nezavisna promenljiva ITM, kg/m?
“*Univarijantna linearna regresija: LDL-h zavisna promenljiva, nezavisna promenljiva TG, mmol/L
#Univarijantna linearna regresija: UH zavisna promenljiva, nezavisna promenljiva TG, mmol/L

Nezavisne i zavisne promenljive su nakon logaritamske transformacije pratile normalnu raspodelu
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Tabela 18. Multivarijantna linearna regresiona analiza za ispitivanje nezavisnog doprinosa
polimorfnih varijanti ADIPOQ i ADIPOR1 promenama nivoa ekspresije gena TNF-a i koncentracije
lipidnih markera kod pacijenata sa CRC

Standardizovan koeficijent p P Korigovano R?; p
(Standardna greSka)
ITM, kg/m? 0,280 (0,605) 0,021 R?70,099; p=0,014
SNP ADIPOQ -0.237 (0.062) 0.049
Model 2 Standardizovan koeficijent f§ Korigovano R?; p
(Standardna greska)
TG, mmol/L 0,281 (0,127) 0,011 R%70,164; p=0,001
SNP ADIPOR1 -0,307 (0,035) 0,006
Model 3 Standardizovan koeficijent p Korigovano R?; p
(Standardna greska)
TG, mmol/L 0,375 (0,083) <0,001 R?70,268; p<0,001
SNP ADIPOR1 -0,355 (0,023) 0,001

Model 1: Zavisna promenljiva: TNF-o iRNK

Model 2: Zavisna promenljiva: LDL-h

Model 3: Zavisna promenljiva: UH

Nezavisne i zavisne kontinuirane promenljive kori$¢ene za pravljenje modela multiple regresione analize su nakon logaritamske
transformacije pratile normalnu raspodelu

4.3.6 In silico analiza javno dostupnih baza transkriptomskih podataka,
GSE44076 i GSE47756

Prema analizi GSE44076 baze podataka, nivoi iRNK Adiporl su bili poviseni u primarnim
tumorima kolorektuma u odnosu na vrednosti uo¢ene u normalnoj susednoj mukozi, dok su nivoi iRNK
Adipor2 bili snizeni u CRC (p<0,0001; slika 31b, 31d). Nivoi genske ekspresije TNF-a se u okviru grupa
nisu razlikovali (p=0,1178, slika 31f). U tkivu tumora, GSEA je pokazala da nivoi genske ekspresije
Adipor2 pozitivno koreliraju sa genskim setovima vezanim za metabolicke puteve, prvenstveno za
homeostazu holesterola, glikolizu, biosintezu steroida i PPAR signalne puteve (tabela 19). Sa druge
strane, nivoi IRNK Adiporl su negativno korelirali sa TNF-a NF-xB i mechanistic target of rapamycin
kinase (MTORC1) signalnim putevima u grupi pacijenata sa CRC (tabela 19). Dalja analiza je pokazala
da postoji statisticki znacajna razlika u nivoima genske ekspresije Adiporl i TNF-o izmedu zdrave i
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normalne susedne mukoze. Nivoi iIRNK Adiporl i TNF-a su bili nizi u normalnoj susednoj mukozi, u
poredenju sa potpuno zdravim tkivom (p<0,0001; slika 31a i 31e), dok se genska ekspresija Adipor2 nije
razlikovala (p=0,9089, slika 31c). GSEA je pokazala da genska ekspresija Adiporl negativno korelira sa
genskim setovima vezanim za miogenezu i EMT u normalnoj susednoj mukozi (tabela 19). Takode,
poredenjem nivoa IRNK Adiporl, Adipor2 i TNF-a izmedu maligno izmenjenog i potpuno zdravog tkiva
uocena je niska genska ekspresija Adipor2 u karcinomu (p<0,0001, slika 31c), kao i niski nivoi iIRNK
TNF-a (p<0,0026, slika 31e), dok se IRNK Adiporl nije razlikovala zna¢ajno izmedu grupa (p=0,9747,
slika 31a).
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Slika 31. Statisticki znacajne razlike u nivoima genske ekspresije Adiporl, Adipor2 i TNF-a izmedu malignog tkiva,
normalne susedne mukoze i zdravog tkiva prema bazi transkriptomskih podataka GSE4407



Tabela 19. GSEA analiza GSE44076 baze podataka. Korelacija nivoa iIRNK Adipor2 i genskih setova
vezanih za homeostazu holesterola, glikolizu, biosintezu steroida i PPAR signalizaciju u malignom tkivu.
Korelacija nivoa iRNK Adiporl i genskih setova vezanih za TNF-a NF-kB i MTORC1 signalizaciju u
malignom tkivu. Korelacija nivoa IRNK Adiporl i genskih setova vezanih za miogenezu i EMT u tumor-
susednoj mukozi

Korelacije ekspresije gena Adiporl, Adipor 2 i genskih
. . NES
setova vezanih za odredene signalne puteve

Nom. p
vrednost

Znacajne korelacije Adiporl u tumor-susednoj mukozi

Znacajne korelacije Adipor2 u tumor-susednoj mukozi
Znacajne korelacije Adipor2 u maligno izmenjenom

tkivu

B

HALLMARK_MIOGENEZA -1,669 0,036 0,209
HALLMARK_EPITELNA -1,737 0,037 0,236
~MEZENHIMALNA TRANZICIJA

Znacajne korelacije Adiporl u maligno izmenjenom

tkivu

HALLMARK_TNFA_SIGNALIZACIJA -1,752 0,033 0,092
_PREKO_NFKB

HALLMARK _MYC_TARGETI_V1 -1,787 0,013 0,092
HALLMARK_E2F TARGETI -1,789 0,017 0,135
HALLMARK_KRAS_SIGNALIZACIJA_DN 1,753 0,004 0,158
HALLMARK_MTORCI1_SIGNALIZACIJA -1,580 0,059 0,189
HALLMARK_INTERFERON_ GAMA _ODGOVOR -1,594 0,084 0,202
HALLMARK_MYC_TARGETI_V2 -1,610 0,063 0,221
HALLMARK G2M KONTROLNA TACKA -1,804 0,018 0,243
KEGG_MISMATCH_REPAIR -1,768 0,009 0,247

HALLMARK_HOLESTEROL_HOMEOSTAZA 1,835 0,010 0,101
HALLMARK_GLIKOLIZA 1,848 0 0,172
KEGG_GALAKTOZA METABOLIZM 1,976 0 0,056
KEGG_GLIKOLIZA_GLUKONEOGENEZA 1,943 0 0,059
KEGG_SKROB_I_SAHAROZA_ METABOLIZAM 1,729 0,010 0,199
KEGG_STERODI _BIOSINTEZA 1,740 0,020 0,203
KEGG_PPAR_SIGNALNI_PUT 1,657 0,018 0,233

Sve prikazane korelacije su znacajne (uslov FDR<0,25). Boldovan prikaz se odnosi na korelacije koje su naglasene u

istrazivanju
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U GSE47756 bazi podataka koja je obuhvatala PBM, nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika u nivoima
genske ekspresije Adiporl, Adipor2 i TNF-a izmedu pacijenata sa CRC i zdravih ispitanika
(p=0,1109; p=0,3268; p=0,6618, sledstveno). Rezultati GSEA su pokazali direktnu povezanost
izmedu nivoa IRNK Adiporl i genskih setova vezanih za homeostazu holesterola, glikolizu, insulinski
signalni put u PBM pacijenata sa CRC (tabela 20). Nivoi genske ekspresije Adiporl su takode pozitivno
korelirali sa genskim setovima vezanim za signalni put TNF-o NF-xB i komponente komplementa
(tabela 20) u uzorcima karcinoma.

Tabela 20. GSEA analiza GSE47756 baze podataka. Korelacija nivoa iIRNK Adiporl i genskih setova
vezanih za homeostazu holesterola, glikolizu i insulinski signalni put u PBM pacijenata sa CRC.
Korelacija nivoa iRNK Adiporl i genskih setova vezanih za TNF-o NF-«B signalizaciju i signalizaciju
komponenti komplementa u PBM pacijenata sa CRC

Korelacije nivoa ekspresija gena Adiporl, Adipor 2 i genskih setova Nom. p

NES

vezanih za odredene signalne puteve vrednost

Znacajne korelacije Adipor1l u PBM pacijenata sa CRC

HALLMARK_MYC TARGETI V2 -1,641 | 0,033 | 0,079
HALLMARK_E2F TARGETI -1,648 | 0,006 | 0,150
HALLMARK_KOMPLEMENT 1,461 | 0,033 |0,175
HALLMARK_PI3K_AKT MTOR_SIGNALIZACIJA 1,481 | 0,014 0,180
HALLMARK_HOLESTEROL_HOMEOSTAZA 1,310 | 0,104 | 0,205
HALLMARK_MYC TARGETI V1 1,439 | 0,128 | 0,225
HALLMARK_MTORCI_SIGNALIZACIJA 1,328 | 0,066 | 0,231
HALLMARK_GLIKOLIZA 1,269 | 0,091 |0,231
HALLMARK_IL2_STAT5_SIGNALIZACIA 1,257 | 0,082 |0,234
HALLMARK_TNFA_SIGNALIZACIJA_PREKO NFKB 1,394 | 0,143 | 0,237
HALLMARK_P53 PUT 1,357 | 0,060 | 0,238
KEGG_INSULIN_SIGNALNI_PUT 1,716 | 0,002 | 0,124
KEGG_ADIPOCITOKINI_SIGNALNI_PUT 1,450 | 0,008 | 0,188
KEGG_KOLOREKTALNI_KARCINOM 1,484 | 0,024 0,191
KEGG T CELIJSKI RECEPTOR SIGNALNI PUT 1,433 | 0,030 |0,226
KEGG_GLIKOLIZA GLUKONEOGENEZA 1,443 | 0,055 | 0,221
KEGG_INTESTINALNA IMUNSKA MREZA ZA PRODUKCIJU_ | -1526 | 0,079 | 0,145
IGA

KEGG_PRIRODNIM CELIJAMA 1,327 | 0,082 | 0,242
UBICAMA POSREDOVANA CITOTOKSICNOST

Znacajne korelacije Adipor2 u PBM pacijenata sa CRC
HALLMARK_SEKRECIJA PROTEINA -1,632 0,010 0,136

Sve prikazane korelacije su znacajne (uslov FDR<0,25). Boldovan prikaz se odnosi na korelacije koje su naglasene u
istrazivanju.
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4.4 |spitivanje postojanja razlika u plazmatskim koncentracijama rezistina,
nivoima genske ekspresije rezistina i CAP-1 kod pacijenata sa CRC i u
kontrolnoj grupi

U ispitivanju razlika u plazmatskim koncentracijama rezistina i nivoima genskih ekspresija
rezistina i CAP-1 je ucestvovalo 86 pacijenata sa CRC i 75 zdravih ispitanika. Kod novoformiranih
grupa je i dalje postojala razlika prema godinama, ali je sada uoc¢ena i razlika prema polu. Muskarci
su bili zastupljeniji u grupi pacijenata koja je oc¢ekivano bila i starija i imala nizi ITM u odnosu na
zdravu populaciju. Znacajno vise koncentracije rezistina, paralelno sa snizenom PBMC genskom
ekspresijom rezistina su uoc¢ene kod pacijenata (tabela 21). Odnos plazmatskih koncentracija rezistina
I IRNK rezistina je bio visi u karcinomu u odnosu na kontrolnu grupu. Visa genska ekspresija CAP-
1 je zabelezena takode u PBMC pacijenata sa CRC.

Tabela 21. Razlike u koncentraciji rezistina i nivoima PBMC genske ekspresije rezistina, CAP-1 izmedu
pacijenata sa CRC i kontrolne grupe

Parametar CRC pacijenti (N=86) Kontrolna grupa (N=75)

Godine 64,66+10,999 54,67+7,792 <0,001
Pol (Z/m) 26/60 37/38 0,013
ITM, kg/m? 25,105+3,126 26,256+3,966 0,048
Rezistin, ng/mL 2 19,692 (14,192-28,282) 10,537 (7,838-17,860) | <0,001
CAP-1iRNK? 0,931 (0,789-1,143) 0,862 (0,732-1,012) 0,025
Rezistin iRNK ? 0,444 (0,312-0,643) 0,693 (0,508-1,209) <0,001
Koncentraciia rezistina/iRNK

rezistina 42,519 (23,514- 63,179) 13,937 (10,199-24,492) <0,001

Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i uporedeni Studentovim- t-test.

2 Podaci su predstavljeni kao medijana (interkvartilni raspon) i poredenje je izvedeno Mann-Whitney U- testom.
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4.4.1 Analiza Kkorelacija izmedu antropometrijskih 1 lipidnih parametara,
plazmatskih koncentracija rezistina i nivoa genske ekspresije rezistina i CAP-1

Korelaciona analiza je pokazala pozitivnu asocijaciju koncentracije rezistina sa vrednostima ITM
i koncentracijom TG u grupi zdravih osoba (tabela 22). Kod pacijenata sa CRC je postojala pozitivna
korelacija izmedu ITM i nivoa IRNK CAP-1, dok su ITM i nivo HDL-h negativno Kkorelirali sa
plazmatskim koncentracijama rezistina. Dodatno, pozitivna korelacija je uoc¢ena izmedu koncentracije

rezistina i IRNK rezistina, no bez dostizanja statisticke znacajnosti (tabela 22).

Tabela 22. Znacajne korelacije plazmatske koncentracije rezistina i nivoa genske ekspresije CAP-1 sa

ITM i parametrima lipidnog statusa kod pacijenata sa CRC i zdravih ispitanika

CRC
Parametar Rezistin, ng/mL CAP-1 iRNK
ITM, kg/m? =-0,245; p=0,036 p =0,222; p=0,05
HDL-h, mmol/L p =-0,280; p=0,011 p =0,062; p=0,571
Rezistin IRNK p =0,204; p=0,076 p =0,083; p=0,458

Kontrolna grupa

Parametar Rezistin, ng/mL CAP-1 IRNK

ITM, kg/m? p = 0,434; p<0,001 p = 0,069; p=0,564
TG, mmol/L p=0,277; p=0,021 p =0,003; p=0,977
Rezistin IRNK p =0,078; p=0,521 p=0,132; p=0,259

S obzirom na grani¢nu povezanost koncentracije rezistina i nivoa iIRNK rezistina, pacijenti sa
CRC su klasifikovani u tri grupe u odnosu na tercile plazmatskih koncentracija rezistina. U ovoj analizi
uocen je porast u nivoima genske ekspresije rezistina u odnosu na tercile koncentracije rezistina, sa

statistickom znacajnos$¢u dostignutom izmedu drugog i treceg tercila (slika 32).
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Slika 32. Promene u nivoima iRNK rezistina kroz tercile plazmatskih koncentracija rezistina kod pacijenata sa CRC.

Da bi se dodatno istrazila korelacija koja je postojala izmedu koncentracija HDL-h i rezistina,
pacijenti su klasifikovani u tercile definisane prema koncentraciji HDL-h. Znac¢ajan porast koncentracije
rezistina je uo¢en za koncentracije HDL-h koje su pripadale najnizem tercilu u odnosu na srednji i gornji
tercil (slika 33a). Pozitivna korelacija koja je postojala izmedu koncentracije HDL-h i enzimske
aktivnosti PON-1 (p=0,322, p=0,010) u analiziranoj grupi, je uslovila istu klasifikaciju ispitanika, s tim
da je ispitana enzimska aktivnost PON-1 kroz tercile HDL-h. Uoceno je da je aktivhost PON-1 bila
statisti¢ki znacajno povisena kada se radilo o koncentracijama HDL-h koje su pripadale najvisem tercilu
u odnosu sa najnizi tercil (slika 33b).
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Slika 33. Promene u plazmatskim koncentracijama rezistina i aktivnosti PON-1 kroz tercile
koncentracija HDL-h kod pacijenata sa CRC: a) Promene u koncentracijama rezistina kroz tercile
koncentracija HDL-h; b) Promene u aktivnosti PON-1 kroz tercile koncentracije HDL-h
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4.4.2 lspitivanje prediktivnog i dijagnostickog znacaja koncentracije rezistina,
IRNK rezistina i CAP-1

U nastavku je ispitana nezavisna povezanost plazmatskih koncentracija rezistina i nivoa
ekspresije gena rezistina i CAP-1 sa rizikom za nastanak CRC primenom univarijantne i multivarijantne
binarne logisticke regresione analize (tabele 23 i 24). Vise koncentracije rezistina kao 1 visa genska
ekspresija CAP-1, zajedno sa nizom genskom ekspresijom rezistina su se izdvojili kao potencijalni
znacajni prediktori povisenog rizika za razvoj CRC u univarijantnoj analizi, iako je Sirok interval
pouzdanosti dobijen u sluc¢aju IRNK CAP-1, najverovatnije kao posledica male veli¢ine uzorka.

Tabela 23. Univarijantna binarna logisticka regresiona analiza za ispitivanje znacaja koncentracije
rezistina, nivoa iRNK rezistina i CAP-1 u predikciji pojave CRC

Parametar OR 95% ClI p
Rezistin, ng/mL 1,071 1,031-1,112 <0,001
Rezistin iRNK 0,325 0,160-0,661 0,002
CAP-1 iRNK 4,476 1,124-17,824 0,033

Nakon korekcije za godine starosti, pol, ITM i koncentracije, HDL-h i LDL-h u multivarijantoj
analizi (tabela 24), iRNK CAP-1 gubi svoj prediktivni potencijal, dok koncentracija rezistina ostaje
statisticki znacajan prediktor uvecanog rizika za razvoj CRC. Nivoi iRNK rezistina nisu zadovoljili
uslove Hosmer-Lemeshov-og testa u univarijantnoj regresionoj analizi, te ovaj parametar nije koris¢en

za formiranje modela u multivarijantnoj logistickoj regresiji.
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Tabela 24. Multivarijantna binarna logisticka regresiona analiza za procenu znacaja plazmatske
koncentracija rezistina kao nezavisnog prediktora razvoja CRC

Parametar ‘ OR ‘ 95% Cl p

Godine 1,132 1,071-1,196 <0,001
Pol (z/m) 1,366 0,477-3,907 0,561
ITM, kg/m? 0,800 0,688-0,931 0,004
HDL-h, mmol/L 0,263 0,092-0,748 0,012
LDL-h, mmol/L 0,449 0,282-0,715 <0,001
Rezistin, ng/mL 1,055 1,009-1,103 0,019
CAP-1 iRNK 5,409 0,645-45,376 0,120

Varijable u sklopu modela su kontinuirane, izuzev pola. Enter model.

Dodatno je ispitana dijagnostic¢ka ta¢nost odredivanih markera i klastera parametara (tabela 25).
AUC>0,7 je dobijen za sve parametre sem za gensku ekspresiju CAP-1, dok je AUC>0,8 dobijen za
odnos koncentracije rezistina/iIRNK rezistina i za kombinaciju svih nezavisnih prediktora CRC
identifikovanih prethodno u logistickoj regresionoj analizi.

Tabela 25. Povrsine ispod ROC krive za procenu Klini¢ke ta¢nosti ispitivanih markera

Parametar AUC Cl ‘ p
Rezistin, na/mL 0,741 0,663-0,820 <0,001
CAP-1 iRNK 0,603 0,515-0,690 0.025
Koncentracija resistina/iRNK 0,821 0,754-0,889 <0,001
rezistina

Model 1 0,748 0,668-0,828 <0,001
Model 2 0,757 0,671-0,843 <0,001
Model 3 0,898 0,845-0,950 <0,001

Model 1: CAP-1iRNK, rezistin (ng/mL)
Model 2: rezistin (ng/mL), aktivnost PON-1 (U/L), HDL-h (mmol/L)

Model 3: ukljuéeni svi nezavisni prediktori CRC identifikovani multivarijantnom logisti¢kom regresionom
analizom ((godine, ITM (kg/m2), HDL-h (mmol/L), LDL-h (mmol/L), rezistin (ng/ml))
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4.4.3 Ispitivanje povezanosti SNP RETN rs1862513 i rizika za razvoj CRC

Na kraju je analizirana i povezanost polimorfizma RETN rs1862513 sa plazmatskim
koncentracijama rezistina i nivoima genske ekspresije rezistina i CAP-1. Razlika u distribuciji
genotipova izmedu pacijenata i kontrola nije postojala (32 = 0,210; p = 0,900). Kruskal-Wallis test nije
pokazao znacajne razlike u koncentraciji rezistina, nivoima iRNK rezistina i CAP-1 izmedu ispitanika sa
CC, CG i GG genotipom, ni kod pacijenata (koncentracija rezistina: p = 0,361; nivoi iRNK rezistina: p
= 0,509; nivoi IRNK CAP-1: p = 0,147), ni u kontrolnoj grupi (rezistin: p = 0,439; IRNK rezistina: p =
0,074; iRNK CAP-1: p = 0,860). Odstupanje od Hardy-Weinbergovog principa ravnoteze nije postojalo
ni u jednoj od prijavljenih grupa, a dobijene su sledece relativne frekvence genotipova CRC: CC = 0,55;
CG =0,35;, GG =0,1; y2 = 1,196 p = 0,274; kontrolna grupa: CC = 0,57; CG =0,35; GG =0,08; 2 =
0,525 p = 0,469.

S obzirom da se statisticka znacajnost za povezanost polimorfizma RETN rs1862513 i nivoa
ekspesije gena rezistina u kontrolnoj grupi mogla okarakterisati kao grani¢cna (p=0,074), analogno
ranijim analizama SNP, ispitanici sa GG genotipom su pridruzeni grupi CG heterozigota. Ponovo je
ispitana povezanost polimorfizma RETN rs1862513 i plazmatskih koncentracija rezistina, nivoa
ekspresije gena rezistina i CAP-1, uz dodatno ispitivanje povezanosti SNP i parametara lipidnog statusa,
aktivnosti PON-1 i ITM zasebno u grupi pacijenata i kontrola. Nivoi genskih ekspresija, kao i ostali
ispitivani parametri se nisu razlikovali prema genotipu, ni kod pacijenata sa CRC, ni kod zdravih osoba
(tabela 26).
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Tabela 26. Razlike u ispitivanim parametrima u odnosu na SNP RETN rs1862513

Parametar Kontrolna grupa

\ CC+CG
ITM, kg/m? 24.379+2 919 25,307+2,806 0,172 25,862+3,025 26,789+4,972 0,362
TG, mmol/L 1,231 (1,102-1,375) 1,314 (1,182-1,460) 0,397° 1,245 (1,106-1,402) 1,383 (1,185-1,615) 0,266°
HDL-h,
mol/L 0,943 (0,848-1,048) 0,996 (0,885-1,120) 0,486"° 1,329 (1,172-1,507) 1,225 (1,060-1,416) 0,395°
UH, mmol/L 4,169 (3,834-4,532) 4,530 (4,153-4,940) 0,170° 5,762+1,116 5,623+0,914 0,567
LDL-h,
mol/L 2,587 (2,325-2,879) 2,786 (2,436-3,186) 0,378° 3,709+1,044 3,646+0,910 0,789
Rezistin IRNK 0,451 (0,312-0,639) 0,424 (0,306-0,787) 0,944 0,806 (0,685-0,949) 0,723 (0,595-0,879) 0,387°
CAP-1 iRNK 0,972+0,264 0,944+0,238 0,626 0,869 (0,814-0,928) 0,874 (0,804-0,950) 0,920°
Rezistin, b b
na/mL 18,235 (15,353-21,662) 22,506 (17,738-28,556) 0,141 10,987 (9,053-13,332) | 12,615 (10,037-15,856) 0,350
Paraoksonazna
aktivnost 284 (208-388) 244 (170-349) 0,508° 253 (175-654) 316 (215,5-568) 0,345?2
PON-1, U/L
Koncentraciia
resistina/iRNK 37,179 (29,985-46,089) 44,937 (32,263-62,589) 0,318 | 13,580 (10,478-17,603) | 17,108 (12,870-22,740) | 0,231°

rezistina

Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i uporedivani Studentovim t-testom.

2 Podaci su predstavljeni kao medijana (interkvartilni raspon) i uporedivani Mann-Whitney U- testom.

® Podaci su predstavljeni kao geometrijska sredina (95% CI) i uporedivani Studentovim t-testom
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4.4.4 Rezultati evaluacije gensko-genskih interakcija i interakcija gena sa faktorima
spoljasnje sredine primenom MDR softvera

MDR analiza je izvrSena na osnovu podataka o genotipizaciji 81 pacijenata sa CRC i 175 zdravih
ispitanika. Ovom analizom su bili obuhvaceni slede¢i polimorfizmi: RETN rs1862513, ADIPOR1
rs1342387, ADIPOR1 rs7539542, IGF1 rs2946834, ADIPOQ rs266729, dok su od faktora spoljasnje
sredine bili ukljuceni pusacki status, alkohol i fizicka aktivnost. Polimorfizam TNF-a rs1800629 nije
razmatran u ovom delu istrazivanja s obzirom na nedostatak AA genotipa u grupi pacijenata sa CRC,
dok su modeli sa SNP ADIPOR1 rs7539542 bili losijih performansi i nisu pokazali zadovoljavajuce
interakcione grafike. Uz to, utvdeno je da izmedu dva polimorfizma ADIPORL1 postoji LD (tabela 27). S
obzirom da pojedini autori [188] ukazuju na pad u osetljivosti MDR analize za detekciju direktne
povezanosti SNP i rizika za razvoj bolesti, pozeljno je za pravilno ispitivanje SNP-SNP interakcija
izbegavati LD, pogotovo visok LD.

Usled prosirenja kontrolne grupe za MDR softversku analizu, ponovo je ispitana distribucija
genotipova kao i odstupanje od Hardy-Weinbergovog principa ravnoteze. Razlike u distribuciji
genotipova polimorfizama za prikazane relativne frekvence ni ovde nije bilo (tabela 28). Odstupanje od
Hardy-Weinbergovog principa ravnoteze nije postojalo ni u jednoj od analiziranih grupa: [RETN
rs1862513 (CRC: ¢2=0,810, p=0,368; kontrolna grupa: x2=0,006, p=0,940); ADIPOQ rs266729 (CRC:
x2=0,103, p=0,748; kontrolna grupa: x2=1,822, p=0,177); ADIPOR1 rs1342387 (CRC: y2=2,763
p=0,096; kontrolna grupa: ¥2=0,000, p=0,993); ADIPOR1 rs7539542 (CRC: y2=0,162, p=0,687;
kontrolna grupa: x2=0,445, p=0,505); IGF1 rs2946834 (CRC: %2=0,025, p=0,875; kontrolna grupa:
x2=0,027, p=0,870).
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Tabela 27. Koeficijenti analize LD izmedu polimorfizama: ADIPOQ rs266729, ADIPOR1 rs1342387,
ADIPOR1 rs7539542, RETN rs1862513, IGF1 rs2946834

ADIPOQ rs266729 IGF1 152946834 ADIPOR1 rs1342387 ADIPOR1 rs7539542
o
& 0,067 0,108 0.110 0,063
= 0,061 -0,042 0.060 0,055
E 0,167 0,340 0173 0,212
Qc
0,010 0,061
-0,006 0,058
0,889 0,187
0,030
0,021
0,627

ADIPOR1 rs1342387 IGF1rs2946834 ADIPOQ rs266729

U tabeli 27. su prikazani koeficijenti LD: D', korelacioni koeficijent r i p vrednost za sve polimorfizme
od interesa. D'<0,2 ukazuje da nema LD izmedu dva lokusa, D">0,5 ukazuje na slabiji LD, D'>0,8 na
postojanje LD izmedu dva lokusa, dok je vrednost od 1 ozna¢avala potpuni LD.
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Tabela 28. Relativne frekvence genotipova za RETN rs1862513, ADIPOQ rs266729, ADIPOR1

rs1342387, ADIPORL1 rs7539542 i IGF1 rs2946834

Genotip ‘ CRC (N=81) ‘ Kontrolna grupa (N=175) ‘

RETN rs1862513 C/C 46 (57,0%) 99 (57,0%) 0,764
C/G 28 (35,0%) 65 (37,0%)
GIG 7 (9,0%) 11 (6,0%)

ADIPOQ rs266729 C/C 45 (56,0%) 82 (47,0%) 0,375
C/G 30 (37,0%) 81 (46,0%)
GIG 6 (7,0%) 12 (7,0%)

ADIPOR1 rs1342387 C/C 25 (31,0%) 51 (29,0%) 0,325
CIT 33 (41,0%) 87 (50,0%)
T/T 23 (28,0%) 37 (21,0%)

ADIPOR1 rs7539542 CcC 43 (53,0%) 79 (45,0%) 0,441
CG 33 (41,0%) 80 (46,0%)
GG 5 (6,0%) 16 (9,0%)

IGF1 rs2946834 GG 35 (43,0%) 86 (49,0%) 0,527
GA 36 (44,0%) 74 (42,0%)
AA 10 (12,0%) 15 (9,0%)

MDR analizom su se izdvojila dva adekvatna modela za predikciju razvoja CRC, u odnosu na
preostale potencijalne kombinacije. Oba modela su ukljuc¢ivala po 5 atributa. U sklopu Modela 1 su bili
ukljuceni: polimorfizmi gena za rezistin i Adiporl (RETN rs1862513 i ADIPOR1 rs1342387), dok su od
faktora spoljasnje sredine bili obuhvaceni pusacki status, konzumacija alkohola 1 fizicka aktivnost
ispitanika (TA: 0,7175; CVC: 10/10). Drugi model je podrazumevao polimorfizme gena za adiponektin
i Adiporl (ADIPOQ rs266729 i ADIPOR1 rs1342387), dok su faktori spoljasnje sredine ostali isti kao u
Modelu 1 (TA: 0,6508; CVC: 10/10). U prikazanim modelima je postovana preporuka za LD (tabela
27).

Nakon izbora najboljih modela, kreirani su grafici interakcija kako bi se ispitala vrsta i jacina
veze izmedu samih SNP, odnosno SNP i faktora spoljasnje sredine. Prvi grafik (slika 34) je pokazao
sinergizam izmedu SNP gena za rezistin i Adiporl (ADIPOR1 rs1342387 i RETN rs1862513), ali i
sinergizam izmedu ADIPOR1 rs1342387 i upotrebe alkohola. Slabiji sinergizam je postojao u slu¢aju
interakcije SNP RETN rs1862513 i konzumacije alkohola, kao i kada se radilo o interakciji SNP RETN
rs1862513 i pusackog statusa. Nezavisnost u interakcijama je uoc¢ena izmedu SNP ADIPORL1 rs1342387
i pusackog statusa, stepena fizicke aktivnosti i pusenja, kao i stepena fizicke aktivnosti i alkohola, puSenja
i alkohola, te SNP RETN rs1862513 i fizicke aktivnosti. Redundantnost je postojala izmedu SNP
ADIPORL1 rs1342387 i fizicke aktivnosti.
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Pusacki status
0.20%

RETN rs1862513
0.15%

Fizicka aktivhost
20.60%

Konzumacija alkohola
0.01%

ADIPOR1 rs1342387
0.63%

Slika 34. Fruchterman-Rheingold grafik interakcije ADIPOR1 rs1342387 i RETN rs1862513, konzumacije alkohola, fizicke
aktivnosti 1 pusackog statusa.

U zavisnosti od tipa interakcije, boje interakcionih linija se razlikuju tako da crvena ukazuje na najvisi stepen sinergizma, a
narandzasta ukazuje slabiji stepen sinergizma. Plava ukazuje na najvisi stepen redundantnosti, zelena na slabiju redundantnost,
dok se zuta se nalazi u sredini izmedu sinergizma i redundantnosti i ukazuje na nezavisnost.

ADIP, gg;;zssm Fizicka aktivnost
L 20.60%

Pusacki status
0.20%

ADIPOR1rs1342387
0.63%

onzumacija alkohola
0.01%

Slika 35. Fruchterman-Rheingold grafik interakcije ADIPOR1 rs1342387 i ADIPOQ rs266729, konzumacije alkohola, fizicke
aktivnosti i pusackog statusa.

U zavisnosti od tipa interakcije, boje interakcionih linija se razlikuju tako da crvena ukazuje na najvisi stepen sinergizma, a
narandzasta ukazuje slabiji stepen sinergizma. Plava ukazuje na najvisi stepen redundantnosti, zelena na slabiju redundantnost,
dok se zuta se nalazi u sredini izmedu sinergizma i redundantnosti i ukazuje na nezavisnost.
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Drugi Fruchterman-Rheingold grafik (slika 35) je ukazao na znacajan sinergizam izmedu
ADIPOQ rs266729 i ADIPORL1 rs1342387, kao i ispitivanog polimorfizma ADIPOR1 i konzumacije
alkohola. Slabiji sinergizam je uoc¢en izmedu polimorfizma ADIPOR1 rs1342387 i pusenja, dok je
znacajna redundantnost postojala izmedu polimorfizama ADIPOQ rs266729 i stepena fizicke aktivnosti,
kao i polimorfizma ADIPOR1 rs1342387 i stepena fizicke aktivnosti. Takode je uocen slabiji stepen
redundantnosti izmedu vezbanja i pusackog statusa. Nezavisan odnos je postojao izmedu polimorfizma
ADIPOQ rs266729 i konzumiranja alkohola, te ADIPOQ rs266729 i pusackog statusa. Nezavisnost je
uocena i kada su bile u pitanju interakcije samih faktora spoljasnje sredine, i to u kombinacijama alkohol-
pusacki status, alkohol- fizicka aktivnost.
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5. Diskusija

Porast incidence CRC, zajedno sa poveéanom stopom mortaliteta, upozorava da su potrebne
nove strategije za ranu detekciju ovog oboljenja. Istovremeno, zabrinjava i relativno lo§ obuhvat opste
populacije dostupnim skrining i dijagnosti¢kim procedurama, koje su mahom invazivne i neprijatne za
pacijenta. Stoga se naglasak u istrazivanjima sve viSe stavlja na detekciju i evaluaciju novih, brzih i
pouzdanih biomarkera CRC, uz istovremeno smanjenje invazivnosti dijagnostic¢kih postupaka. U tom
smislu, markeri koji se odreduju u perifernoj krvi imaju najveéi znacaj. Medutim, dosadasnji napori da
se identifikuje visoko osetljiv i ta¢an rani serumski marker CRC uglavnom nisu dali zadovoljavajuce
rezultate. Novi istrazivacki pristup se zato okre¢e kombinovanju lako dostupnih biomarkera, u cilju da
se prevazidu ograni¢enja koja nosi primena pojedina¢nih parametara u ranoj dijagnostici i proceni rizika
za nastanak oboljenja. Budu¢i da je CRC bolest sa kompleksnom i jo§ uvek nepotpuno razjasnjenom
etiologijom, multimarkerski pristup bi otvorio nove perspektive u prevenciji, dijagnostici, ali i leCenju
ovog stanja. Integracija parametara lipidnog metabolizma, inflamacije, imunog odgovora i oksidativnog
statusa u evaluaciji rizi¢ne populacije i pacijenata sa CRC bi mogla znac¢ajno unaprediti dijagnostiku, ali
I otvoriti mogucénost individualizovanog tretmana obolelih. S obzirom na kompleksnost malignih bolesti,
ve¢ je pretpostavljeno da samo sveobuhvatni pristup, koji se sastoji od integrativne multiparametarske
analize moze dovesti do detaljnog razumevanja karcinogeneze i osigurati adekvatnu prediktivnu,
preventivnu i personalizovanu medicinsku praksu [45, 189].

Iako se poremecaji lipidnog statusa neretko mogu sresti u CRC, evidentan je nedostatak studija
koje bi analizirale sve aspekte prosirenog lipidnog profila. Imaju¢i u vidu znacaj i prevalencu oboljenja
u savremenom svetu, detaljan uvid u promene metabolizma lipoproteina kod pacijenata sa CRC bi mogao
biti vazan za bolje razumevanje etiologije i prognozu ovog stanja. Naime, rutinsko odredivanje
parametara lipidnog statusa u nasoj studiji je ukazalo na snizene vrednosti UH, LDL-h i HDL-h u grupi
pacijenata sa CRC (tabela 1). Ovakvi rezultati su i od ranije predmet rasprava u nau¢noj zajednici, S
obzirom da su brojna istrazivanja istakla znacaj povisenih koncentracija UH i LDL-h kod pacijenata sa
CRC [190]. Prikazani rezultati (tabela 1) bi mogli predstavljati posledicu slabog nutritivnog statusa koji
je uobi¢ajen kod pacijenata sa tumorom, sto dalje ukazuje na ¢injenicu da su poremecaji u lipidnom
profilu pre posledica maligne bolesti, nego moguci faktor rizika [191].

S druge strane, danas se posebna paznja posvecuje istrazivanju efekata holesterola na razvoj,
prezivljavanje, progresiju i metastaziranje razli¢itih Celija karcinoma. Sagledavaju se i mehanizmi
pomocu kojih metaboliti holesterola menjaju signalne puteve tako da “rade u njihovu korist” [192].
Znacajno je istaci i da promene u metabolizmu holesterola ometaju razli¢ite terapeutske strategije, $to
dovodi u pitanje pretpostavku o holesterolu kao posledici maligniteta i podstiCe istraZivanje njegovog
potencijalnog nezavisnog uticaja na razvoj CRC [192]. Dosadasnji rezultati analiza povezanosti lipidnog
statusa sa pojavom i tokom bolesti su vrlo raznoliki, od pretpostavki da su poviseni nivoi lipidnih
parametara povezani sa metastazama tumora [190], do toga da nishodno regulisana sinteza UH uti¢e na
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prezivljavanje ¢elija CRC [193]. Nedavno objavljeni zakljuéci istrazivanja Abaz i sar. su sli¢ni nasim.
Naime, u pomenutoj studiji je uoceno snizenje koncentracija UH, HDL-h i LDL-h kod pacijenata sa
CRC, zajedno sa snizenim nivoima TG i ApoAl i B-100 [194]. Pored verovatnog uticaja loSijeg
nutritivnog statusa, moguce je da smanjenje koncentracija lipida nastaje kao posledica pojacanih potreba
malignih ¢elija za holesterolom, koji one dalje koriste za sopstveni rast i proliferaciju [195]. Pojac¢ana
potrosnja holesterola od strane malignih ¢elija bi svakako dovela do deprivacije njegovih plazmatskih
koncentracija.

Promene nivoa HDL-h u malignim bolestima su posebno zanimljive. U brojnim studijama
smanjeni nivoi HDL-h su konstantno povezivani sa razvojem adenomatoznih polipa i CRC [196, 197].
Pored toga, studija Wang i sar. je ukazala na evidentan porast nivoa HDL-h nakon adjuvantne
hemoterapije kod pacijenata sa CRC [198]. Interesovanje za ulogu HDL-h kao prognostickog markera
se dodatno povecalo nakon otkri¢a da se njegova zastitna uloga u malignim bolestima ostvaruje, izmedu
ostalog i antiangiogenim efektima, preko ApoAl posredovane inhibicije matriks-metaloproteinaze 9 i
mijeloidnih supresorskih ¢elija [199]. Medutim, uprkos brojnim dokazima koji povezuju nivo HDL-h sa
protektivnim ulogama u karcinomu, nedostaju studije o promenama koncentracije i aktivnosti klju¢nih
modulatora HDL cestica.

U okviru opseznog istrazivanja potencijala novih biomarkera za predikciju rizika za razvoj CRC
1 primenu integrativnog analitickog pristupa, odredene su aktivnosti enzima odgovornih za
remodelovanje i anti-oksidativnu funkciju HDL cestica. LCAT je glavni enzim odgovoran za
esterifikaciju holesterola u plazmi i brojne studije su ukazale na njegov zna¢aj u kardiovaskularnim
bolestima [200]. U nasem istrazivanju je uocena snizena aktivnost LCAT kod pacijenata sa CRC (tabela
2). Poznato je da se nedostatak LCAT povezuje sa poremec¢ajima u sazrevanju HDL Cestica i posledi¢no
sa snizenim nivoima HDL-h [64]. Ovakvi rezultati sugeri$u da bi jedan od moguc¢ih razloga za smanjenje
koncentracije HDL-h u CRC mogla biti upravo snizena aktivnost LCAT. Zanimljivo je da je aktivnost
LCAT pozitivno korelirala sa nivoom UH kod pacijenata sa CRC (p=0,036). Stoga bismo mogli da
pretpostavimo da smanjenje koncentracija holesterola u plazmi, mozda predstavlja pokretacku silu za
smanjenje aktivnosti LCAT, §to ¢e na kraju rezultirati nizom koncentracijom HDL-h. Stavise, Xin Zhang
i sar. [68] su pokazali da su nivoi slobodnog holesterola u serumu bili znacajno visi u CRC paralelno sa
nizom koncentracijom UH, Sto predstavlja potvrdu naSe hipoteze. Medutim, ta¢ni molekularni
mehanizmi koji dovode do smanjenja aktivnosti LCAT kod ove grupe pacijenata jo§ uvek nisu
razjasnjeni. Neocekivano, aktivnost LCAT je negativno korelira sa koncentracijom HDL-h (p=0,044),
ali pozitivno sa nivoima TG (p=0,002) kod zdravih ispitanika. Ovakva povezanost je ve¢ ranije opisana
[201] i moze se objasniti kao kompenzatorno povisenje aktivnosti LCAT u pokusaju da se poveca niska
koncentracija HDL-h.

Kako je prethodno navedeno, CETP predstavlja enzim koji je uklju¢en u prenos holesterol estara
sa HDL cestica na lipoproteine vrlo male gustine (VLDL) i LDL, u zamenu za TG. Aktivnost CETP je
u velikoj meri istrazena u kardiovaskularnim bolestima [202, 203], ali do sada nema podataka koji se
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odnose na nivo i aktivnost ovog proteina u CRC. Nasi rezultati su pokazali da uprkos snizenju u
koncentracijama CETP, aktivnost ovog proteina ostaje znacajno povisena (tabela 2) kod pacijenata sa
CRC, sto potencijalno ukazuje na znacaj ovog enzima U razvoju maligniteta. Bududi da je jetra glavno
mesto sinteze CETP, za ocekivati je da masena koncentracija CETP bude sniZzena u uslovima koje
karakteri$e naruSena sintetska funkcija jetre, kao u slu¢aju CRC. Niske koncentracije ukupnih proteina i
albumina uocéenih kod nasih pacijenata sa CRC (tabela 1) potvrduju prethodno. CETP je nedavno
identifikovan kao jedan od ¢inilaca razvoja raka dojke [204], uglavnom zahvaljuju¢i njegovoj ulozi u
¢elijskom preuzimanju holesterola [205]. Naime, pokazano je da pored olakSanog ¢elijskog preuzimanja
holesterola, CETP pojacava transport holesterola i njegovo skladistenje u okviru samih ¢elija [206, 207].
Istrazivanjima se doslo do zakljuc¢ka da CETP olakSava transport holesterol estara sa HDL na ¢elije raka
jetre HepG2 [208], sto je potvrdeno studijom Huang i sar. [209], koji su istakli nishodno regulisanu
ekspresiju CETP kao uzroc¢nika snizenog preuzimanja HDL-holesterol estara od strane HepG2 celija,
SR-BI posredovanim transportom. Cinjenica je da sve kancerogene éelije imaju pojacanu potrebu za
holesterolom [205], te se malopreda$nji opisani mehanizmi mogu smatrati odgovornim i za ulogu CETP
u razvoju CRC.

Medutim, treba ista¢i da je poznato da aktivhost CETP moZe da varira nezavisno od nivoa
proteina, kao odgovor na promene u mikrookolini 1 prisustvo aktivatora ili inhibitora. Stoga je moguce
da promene uocene u nasoj studiji predstavljaju ishod promena koje nastaju u plazmi pacijenata sa CRC.
Ne treba zanemariti ulogu CETP u remodelovanju HDL cestice. Naime, povecana aktivnost CETP
dovodi do obogacivanja HDL sa TG, ¢ime se narusava i struktura i funkcija ovog lipoproteina [210].
Disfunkcionalni HDL nije u stanju da pruzi adekvatnu antioksidativnu i antiinflamatornu zastitu, $to
pokrece kaskadu dogadaja koji su ukljuceni u aterogenezu [210], ali je isto tako pokazano da slican
prooksidativni i proinflamatorni milje doprinosi i razvoju CRC [211, 212].

PoviSene vrednosti PAB pruzaju dokaze o povisenom oksidativnom stresu u CRC, dok snizena
paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON-1 ilustruje redukciju antioksidativne funkcije HDL (tabela
2). PON-1 je biomolekul od posebnog znacaja, jer predstavlja direktnu sponu izmedu lipidnog statusa i
oksidativnog stresa. Snizena aktivnost PON-1, zajedno sa smanjenom aktivno$¢éu LCAT i povecanom
aktivno$¢u CETP moze se posmatrati kao indikator nepozeljnih promena u strukturi i funkciji HDL.
Naime, poznato je da izmenjena struktura ovog lipoproteina moze ugroziti i njegova funkcionalna
svojstva [210]. U ovom kontekstu, vazno je napomenuti da je povecana aktivnost CETP zabelezena kod
zdravih ispitanika sa niskoaktivnim fenotipom A PON-1, dok su kod pacijenata sa CRC visoke vrednosti
PAB korelirale sa ve¢om masenom koncentracijom CETP (p=0,015). Iako nismo bili u mogucnosti da
direktno izmerimo kapacitet vezivanja PON-1 za HDL, nasi rezultati ukazuju na potencijalnu povezanost
izmedu izmenjenih aktivnosti proteina za transfer lipida, promene u strukturi HDL i posledi¢nih $tetnih
efekata na antioksidativna svojstva HDL, $to se ogleda kroz nizu aktivnost PON-1. Sveukupno,
posmatrani rezultati sugeriSu da bi ¢estice HDL mogle biti postavljene u srediSte sloZene interakcije
dislipidemije i oksidativnog stresa tokom razvoja CRC. Shodno tome, strukturna i funkcionalna analiza
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ovog lipoproteina mogu pruziti vazne podatke o individualnoj sklonosti ka razvoju karcinoma, kao i
podatke o njegovoj ulozi u prognozi i le¢enju bolesti.

U cilju daljeg istrazivanja, analizirali smo moguci doprinos koncentracija HDL-h i CETP, kao i
aktivnosti LCAT, CETP i PON-1 predikciji pojave CRC. Multivarijantna analiza je pokazala da aktivnost
CETP ima potencijal za predvidanje rizika za razvoj CRC, ¢ak ikada se izvrsi korekcija za tradicionalne
faktore rizika, kao S§to su starost, pol i lipidni status (tabela 4, model 1). Medutim, ukljuc¢ivanje markera
oksidativnog stresa u potpunosti je ponistilo nezavisni doprinos povecane aktivnosti CETP predikciji
razvoja CRC, sugeriSu¢i da su uoCene promene u aktivnosti ovog proteina verovatno rezultat
generalizovanih poremecaja intravaskularne homeostaze koji se mogu pripisati samoj bolesti (tabela 4,
model 2). Sa druge strane, interesantni rezultati su dobijeni kada je primenjena ista analiza za masenu
koncentraciju CETP u serumu. Naime, korekcija za stepen oksidativnog stresa nije ugrozila moguci
nezavisni doprinos snizenih koncentracija CETP predikciji rizika za razvoj CRC (tabela 5, modeli 1 i 2).
Dalje, nakon korekcija za koncentracije serumskog albumina, kao jednog od indikatora sintetske funkcije
jetre, masena koncentracija CETP zadrzava svoj znacaj, §to sugeriSe da uo¢eni pad u koncentraciji CETP
verovatno nije rezultat samo narusene funkcije jetre. Umesto toga, snizene koncentracije CETP bi mogle
imati nezavisan potencijal za predvidanje CRC, S§to bi trebalo proceniti budu¢im prospektivnim
studijama. U skladu sa prethodnim navodima, nivo CETP je prepoznat kao marker sa moguc¢im
dijagnostickim potencijalom (slika 29). Pored oksidativnog stresa, koji su, kako prethodni tako i nasi
rezultati, kontinuirano isticali kao vazno obelezje CRC, naSe istrazivanje daje pretpostavku da CETP kao
modulator lipidne homeostaze takode predstavlja potencijalni relevantan biomarker za rano predvidanje
rizika za nastanak i rano prepoznavanje pocetka bolesti.

U sklopu otkrivanja novih biomarkera metabolicke homeostaze sa adekvatnom osetljivosc¢u i
specifiénos¢u, nastojali smo da ispitamo eventualnu povezanost IGF1 i E-kadherina sa nastankom i
progresijom CRC. Dobijeni rezultati su ukazali na zna¢ajne razlike u serumskim koncentracijama IGF1
i E-kadherina izmedu pacijenata i zdravih ispitanika (tabela 6), sto ukazuje na njihovu potencijalnu korist
kao biomarkera CRC. Prekomerna ekspresija IGF1 je ranije prepoznata kao faktor rizika za razvoj CRC,
ali je ve¢ nekoliko studija ukazalo na postojanje snizenih koncentracija IGF1 kod ovih pacijenata [106,
107]. Mi smo takode uo¢ili nize nivoe IGF1 kod ispitanika sa CRC u poredenju sa kontrolnom grupom
(tabela 6). Vazno je napomenuti da na razlike u nivoima IGF1 izmedu grupa nije uticala neuskladenost
u godinama, jer su pacijenti konzistentno imali niZze koncentracije IGF1 u odnosu na zdrave ispitanike u
podgrupama istog uzrasta (tabela 7, slika 30). Smanjenje koncentracije IGF1 najverovatnije predstavlja
posledicu neuhranjenosti i kaheksije. Poznato je da oko 50% pacijenata sa rakom debelog creva razvije
kaheksiju [213]. lako u ovoj studiji nismo procenjivali stepen kaheksije, ¢injenica je da 43,5% nasih
pacijenata imalo ITM < 25 kg/m2, dok je 14,5% pacijenata imalo ITM <20 kg/m2. Budu¢i da je ITM
jedan od markera kaheksi¢nog stanja, dobijeni rezultati ukazuju na povec¢anu prevalencu ovog stanja u
CRC. Poznato je da je kaheksija pracena naruSenom funkcijom jetre [214]. Laboratorijski rezultati nasih
pacijenata su ukazali na snizenu sintetsku funkciju u vise od polovine ispitanika sa CRC (tabela 1). S
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obzirom da se IGF1 pretezno sintetiSe u jetri, za ocekivati je da bi narusena funkcija jetre mogla dovesti
do nizih koncentracija IGF1l. U prilog tome govore i analize koje su ukazale na postepeni pad
koncentracija IGF1 kroz stadijume CRC (tabela 8). Jasno je da je napredovanje bolesti praceno
intenzivnim pogorsanjem funkcionalnih svojstava jetre, posebno u poodmakloj fazi kada su u ovom
organu ve¢ prisutni sekundarni depoziti. Shodno dobijenim rezultatima, snizenje vrednosti IGF1 kroz
faze CRC moze biti odraz pomenutih procesa. Znac¢ajne razlike izmedu nivoa IGF1su postojale izmedu
pacijenata sa stadijumom B1 i ispitanika sa metastatskom bolescu, $to sugeriS§e moguéu upotrebu ovog
parametra kao markera progresije karcinoma, a sto bi trebalo potvrditi daljim studijama. Sa druge strane,
nismo uocili razlike u koncentracijama IGF1 medu ispitanicima sa razli¢itim gradusima CRC (tabela 8).
Ovi rezultati mogu implicirati da varijacije u koncentraciji IGF1 prvenstveno zavise od agresivnosti i
duZine trajanja bolesti, kao i od posledi¢nih sistemskih efekata.

Budu¢i da je poznato da na IGF1 uti¢u opste karakteristike pojedinaca, ukljucujuéi starost, pol,
uhranjenost i prisustvo dijabetesa, ispitane su razlike u nivoima IGF1 u okviru razli¢itih kategorija
pacijenata sa CRC (tabele 7 i 8). U nasoj studiji je uo¢eno smanjenje koncentracija IGF1 paralelno sa
starenjem, $to predstavlja rezultat u skladu sa prethodnim istrazivanjima [215, 216]. Pored toga, IGF1 je
bio nizi kod Zena sa CRC u poredenju sa muSkarcima. Istrazivanje razlika u odnosu na pol je prema
dostupnoj literaturi dalo nekonzistentne rezultate, s tim da je uoc¢eno da je snizenje koncentracije IGF1
tokom starenja izrazenije kod Zena, najverovatnije zbog pada nivoa estrogena [215]. Kada smo
uporedivali koncentraciju IGF1 u podgrupama starijih i mladih pacijenata sa CRC u odnosu na zdrave
ucesnike, kao i kada je poredenje vrieno izmedu muskaraca i Zena sa karcinomom i bez njega (tabela 7),
utvrdili smo da je nizi nivo IGF1 konstantno bio prisutan kod pacijenata sa CRC. Takvi rezultati
impliciraju postojanje intrinzicke povezanosti izmedu CRC i IGF1, nezavisno od ostalih karakteristika
ispitanika. Stavie, u ovoj studiji koncentracije IGF1 su bile uporedive kod CRC pacijenata sa
dijabetesom i bez njega (tabela 8), sto bi moglo da potvrdi da CRC uti¢e na IGF1, bez obzira na druge
pridruzene bolesti.

Kod pacijenata sa CRC su takode utvrdene povisene serumske koncentracije E-kadherina (tabela
6), $to je u skladu sa studijama koje su analizirale solubilnu formu ovog markera. Naime, pokazano je da
se koncentracija solubilnog fragmenta E-kadherina povecava u cirkulaciji usled tumorom posredovane
proteolize intaktnog E-kadherina [115]. Nasa detaljna analiza kod pacijenata sa CRC (tabela 8) je
pokazala da na nivoe E-kadherina u serumu ne uti¢u pol, ITM ili istovremeno prisustvo dijabetesa, $to
implicira potencijalnu upotrebu serumskog E-kadherina kao stabilnog i pouzdanog biomarkera CRC.
Pored toga, nismo pronasli razlike u koncentraciji E-kadherina u serumu u odnosu na lokalizaciju CRC,
gradus ili stadijum bolesti (tabela 8). Prethodne studije su ukazale na povezanost smanjene ekspresije E-
kadherina u uzorcima tkiva CRC sa starijim zivotnim dobom i agresivnijim oblikom bolesti [217], kao i
sa loSijom prognozom [218]. Pored toga, Weiss i sar. [219] su ukazali na povisene koncentracije E-
kadherina u serumu pacijenata sa vi$im stadijumima CRC. Medutim, nedavna studija je pokazala da
nema razlike u nivoima E-kadherina u serumu pacijenata sa CRC i kontrolne grupe [220]. Rezultati iste
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studije su pokazali da ne postoje razlike u koncentraciji E-kadherina u odnosu na gradus i stadijum CRC.
No, vazno je napomenuti da su analize u ve¢ini navedenih istrazivanja radene na relativno malom uzorku,
tako da je dobijene rezultate potrebno potvrditi u vecoj populaciji ispitanika.

Dodatno je procenjen prognosticki potencijal IGF1 i E-kadherina. Dobijeni podaci su korigovani
za starost, pol i ITM ispitanika, ali su i u takvim modelima nize koncentracije IGF1 i viSe koncentracije
E-kadherina ostale nezavisno povezane sa rizikom za razvoj CRC (tabela 9). Ovi preliminarni rezultati
bi mogli predstavljati temelj budu¢im studijama za sveobuhvatno istrazivanje prediktivnog potencijala
obecéavajucih biomarkera poput IGF1 i E-kadherina. Ipak, u svetlu svih dobijenih rezultata (tabela 8),
mogli bismo zakljuéiti da IGF1 predstavlja pouzdaniji prediktor uznapredovale forme CRC, dok se u
slucaju E-kadherina prediktivni i dijagnostic¢ki kapaciteti mogu razmatrati u odnosu na Samo prisustvo
CRC, pre nego u sklopu predvidanja gradusa ili stadijuma bolesti. Nasi rezultati takode impliciraju da bi
E-kadherin mogao biti koristan za ranu dijagnozu CRC, ali bi ovu hipotezu trebalo potvrditi ve¢im
studijama koje bi obuhvatile pre svega pacijente u ranoj fazi bolesti.

U sklopu detaljnijeg ispitivanja IGF1 ose, izvrSena je i genotipizacija ispitanika za SNP IGF1
rs2946834. Prethodni podaci su ukazali na povezanost ovog polimorfizma kako sa promenama
koncentracije IGF1 [108], tako i sa loSijom stopom prezivljavanja u CRC [221], ali i u HER2-pozitivhom
karcinomu dojki [222]. Pretragom literature je uoceno vise studija koje su istrazivale vezu ovog
polimorfizma sa razvojem maligniteta specifi¢nih za zenski pol [223-225], dok su studije u CRC bile
retke. Razlike u distribuciji genotipova izmedu kontrola i pacijenata nije bilo (p=0,966), te veza sa CRC
u nasoj studiji nije uo¢ena. Dodatno, zasebna analiza u genotipskim podgrupama zdravih ispitanika i
pacijenata nije ukazala na povezanost prisustva rizicnog alela sa promenama parametara lipidne
homeostaze, niti sa koncentracijom IGF1 (tabela 11).

Na kraju, preliminarno smo procenili dijagnosti¢ku ta¢nost IGF1 i E-kadherina. Nedavna studija
[106] je analizirala dijagnosti¢ku ta¢nost IGF1 i dobijeni rezultati za AUC su bili sli¢ni nasim (tabela
10), ukazuju¢i da bi IGF1 mogao predstavljati koristan marker za dijagnozu CRC. Ipak, definisane
grani¢ne vrednosti su se znacajno razlikovale (154 ng/mL vs 77,386 ng/mL u nasoj studiji). Takva razlika
bi mogla nastati kao posledica ¢injenice da su ispitanici u nasoj studiji bili znatno stariji (ve¢ je
diskutovano da starost znacajno uti¢e na nivo IGF1). Ovi podaci sugeriSu da grani¢ne vrednosti za
dijagnosti¢ku upotrebu IGF1 u CRC treba definisati u odnosu na starost pacijenata. Takode je znacajno
ista¢i da razlike u prehrambenim i drugim zivotnim navikama izmedu dve analizirane populacije mogu

doprineti uocenim odstupanjima.

Treba svakako istaci rezultate nase studije koji su se odnosili na dijagnosti¢ku tacnost E-
kadherina, koji su ukazali na obe¢avajuca svojstva ovog glikoproteina kao biomarkera CRC (tabela 10),
s obzirom da su specificnost 1 osetljivost za definisanu grani¢nu vrednost premasili 90%. lako su
diskriminativne sposobnosti E-kadherina do sada istraZzene u nekoliko patoloskih stanja, nedostaju podaci
o dijagnostickoj upotrebi cirkulisu¢eg E-kadherina u CRC. Nasi rezultati sugeriSu da bi solubilni E-
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kadherin mogao biti izuzetno koristan kao biomarker CRC. Bitno je i napomenuti da vrednost AUC
dobijena u slucaju kombinovanog odredivanja IGF1 i E-kadherina nije bila znacajno poboljsana u
poredenju sa dijagnostickom tacnos¢u pojedinacnog odredivanja E-kadherina. Imajuéi u vidu prethodno
pomenuta ograni¢enja IGF1 u predvidanju i dijagnozi CRC, kao i troskove visestrukih analiza, nas$i
rezultati sugerisu da bi E-kadherin mogao biti superiorniji od IGF1 kao biomarker CRC.

Uprkos dosada$njim naporima, metabolic¢ke promene, ali i promene u imunom i inflamatornom
okruzenju u malignim bolestima jo$ uvek nisu dovoljno razjaSnjene. Analizom dostupnih
bioinformatickih baza podataka, uz paralelno izvodenje opservacione studije, smo ukazali na povezanost
energetskog metabolizma i imunog odgovora, koriste¢i adiponektin i adiponektinske receptore kao
integrativne biomarkere. Takva analiza strukturno i funkcionalno povezanih markera moze postaviti
temelje za razvoj novih PCR multipleks modela. Ovakva vrsta visestrukin modela bi idealno trebalo da
ukljucuje lako dostupne biomarkere. Naime, otkri¢e pouzdanih neinvazivnih biomarkera u krvi, poput
genetskih, bi povecalo odaziv pacijenata programima skrininga, koji je trenutno relativno nizak usled
invazivnosti dostupnih skrining i dijagnosti¢kih alata. Da bismo se pridrzavali ovog vaznog principa
savremene dijagnostike, koristili smo PBMC kao izvor genetskog materijala. Kako karcinom nije
izolovan patoloSki proces, istrazivanje je vrseno pod pretpostavkom da je malignitet uticao i na imune
¢elije, te da PBMC koje obuhvataju ve¢inu urodenih i adaptivnih efektora imunog odgovora, zapravo
predstavljaju pouzdan bioloski materijal.

Nizi nivoi IRNK Adiporl su uoceni u PBMC pacijenata sa karcinomom u poredenju sa
kontrolnom grupom, dok su sli¢ni nivoi ekspresije Adipor2 bili prisutni u ispitivanim grupama (tabela
12). Nase istrazivanje je ukazalo na ovaj interesantan obrazac ekspresije gena za adiponektinske
receptore. Studija Van Stijn i sar. je implicirala da sam adiponektin mozZe povecati nivo iRNK svojih
receptora u THP-1 monocitima, sa ve¢im uticajem na ekspresiju Adipor2 nego Adiporl [226]. Imajuéi u
vidu prethodno uocene promene nivoa adiponektina kod pacijenata sa CRC [227, 228], naSi rezultati
mogu odrazavati upravo uce$¢e adiponektina u uocenoj neravnotezi genske ekspresije njegovih
receptora. Takode je prime¢eno da snizena regulacija signalnih puteva jetrenih x receptora (liver x
receptor, LXR) i PPARy u M1 makrofagama dovodi do smanjenja nivoa oba receptora, Sto sugeriSe da
polarizacija makrofaga menja ekspresiju receptora i posledi¢no, adiponektinom posredovan inflamatorni
odgovor [226]. Dalamaga i sar. su sugerisali da se obavezno prisustvo oba receptora moze ocekivati u
razli¢itim tkivima, ali da obi¢no jedna forma prevladava [128]. Nasa in silico analiza GSE44076 baze je
takode pokazala raznolikost u genskoj eskpresiji adiponektinskih receptora. Naime, kada je susedna
zdrava mukoza uporedena sa maligno transformisanom, u tumorskom tkivu je uo¢eno smanjenje nivoa
iRNK Adipor2, uz poveéane nivoe Adiporl (slika 31d, 31b). Stavise, kada se uporedivanje izvrsilo
izmedu tkiva zdravih ispitanika i CRC, ponovo su zapazeni redukovani nivoi iRNK Adipor2 u tumoru,
dok se ekspresija Adiporl gena nije znacajno razlikovala (slika 31c, 31a). Analogno sa nasim rezultatima
u PBMC (tabela 12), kada je tumor-susedna mukoza uporedena sa potpuno zdravim tkivom, dobijeni su
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nizi nivoi IRNK Adiporl u susednoj mukozi, dok se nivoi iRNK Adipor2 nisu razlikovali (slika 31a,
31c).

Nadalje, nasi eksperimentalni rezultati su bili u skladu sa prethodnim studijama koje su ukazale
na smanjene nivoa ekspresije Adiporl kod pacijenata sa uznapredovalim CRC, pogotovo sa metastazama
na limfnim ¢vorovima [228]. Naime, vecina naSih pacijenata (44%) je bila u uznapredovalom stadijumu
bolesti, prema Astler-Coller sistemu klasifikacije. Hioshi i sar. su postavili zanimljivu hipotezu po kojoj
nishodna regulacija adiponektinskih receptora predstavlja zapravo mehanizam koji maligne ¢elije koriste
da bi se suprotstavile antineoplasti¢nim efektima adiponektina [229]. Takode, imajuéi u vidu da je
ushodno regulisana ekspresija Adiporl u makrofagama transgenih miSeva bila povezana sa nizim
nivoima proinflamatornih citokina, mozemo da pretpostavimo da bi sniZeni nivoi genske eskpresije
Adiporl u PBMC nasih pacijenata sa CRC mogli rezultirati pojacanom izloZeno$¢u produzenom
inflamatornom stanju [230]. Na osnovu prethodno re¢enog, procena ekspresije U PBMC bi mogla postati
deo inovativnih PCR multipleks panela za dijagnostiku i pra¢enje CRC, kao i monitoring efekata
imunomodulatorne terapije.

Studije na Zivotinjama su ve¢ pokazale veci znacaj zaStitnih efekata adiponektina posredovanih
preko Adiporl u poredenju sa onima koji se deSavaju kroz signalnu kaskadu Adipor2 [231]. Nasi GSEA
rezultati za bazu podataka GSE44076 su implicirali da je Adipor2 metabolicki aktivniji receptor u
malignom tkivu, jer su skupovi gena koji su se odnosili na metaboli¢ke puteve bili povezani sa genskom
ekspresijom Adipor2, ali ne i sa nivoima iRNK Adiporl (tabela 19). Ipak, nivoi genske ekspresije
Adiporl su pokazali negativnu korelaciju sa skupovima gena koji su se odnosili na puteve vazne za
progresiju tumora, kao sto su signalni put TNF-o NFkB i MTORC, podrzavajuci tako hipotezu o zastitnoj
ulozi Adiporl u CRC (tabela 19) [232, 233]. Pored toga, negativna korelacija dobijena izmedu nivoa
IRNK Adiporl i miogeneze i EMT u zdravoj susednoj mukozi je jo$ jednom naglasila zna¢aj Adiporl
kao medijatora antineoplasti¢nih efekata adiponektina (tabela 19) [234]. Sveukupno, nasi in silico i
eksperimentalni rezultati ukazuju na moguéi nedostatak zastitnih efekata adiponektina kod pacijenata sa
CRC. lako analiza druge baze podataka (GSE47756) nije pokazala razliku u nivoima iRNK Adiporl u
PBM pacijenata sa CRC, GSEA je pokazala da je ovaj receptor metaboli¢ki aktivan, s obzirom da su
nivoi njegove geneske ekspresije pozitivno korelirali sa skupovima gena koji su se odnosili na
metaboli¢ke puteve i TNF-a NF-kB signalnu kaskadu (tabela 20). Ova iznenadujuce pozitivna relacija
izmedu Adiporl i TNF-a je takode demonstrirana u nasem istrazivanju, ali samo u PBMC zdravih
ispitanika (tabela 13). lako su podaci iz literature ukazali na uticaj TNF-a na nivoe iRNK Adiporl [235,
236], mi nismo pronasli takvu vezu kod nasih pacijenata (tabela 13). Dodatno, dobijeni rezultati u
GSE47756 bazi podataka su se iskljucivo zasnivali na populaciji monocita, te treba pretpostaviti da bi i
druge subpopulacije, kao §to su CD4 i CD8, B limfociti i NK ¢elije, takode trebalo uzeti u obzir pre
donosenja bilo kakvih kona¢nih zaklju¢aka u vezi sa procenom odnosa izmedu Adiporl i TNF-a, kao i
njihovih genskih ekspresija. Brojni dokazi podrzavaju imunomodulatorne efekte adiponektina ostvarene
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I preko ovih subpopulacija ¢elija [139, 141, 237]. Stoga bi PBMC trebalo razmotriti za buduca

istrazivanja u ovoj oblasti.

Nizi nivoi IRNK TNF-a su uoc¢eni u PBMC kod pacijenata sa CRC u naSem istrazivanju (tabela
12). Razlike u nivoima iRNK TNF-a su takode uocene i prilikom analize GSE44076 baze podataka, i to
izmedu maligno transformisanog tkiva i zdrave mukoze u kontrolnoj grupi, kao i izmedu zdrave mukoze
I mukoze koja je susedna tumoru (slika 31e). lako su neki od autora ukazali na vezu izmedu vece stope
prezivljavanja od CRC i ushodno regulisane ekspresije TNF-a u tumor-infiltriraju¢im limfocitima, drugi
su povisene nivoe genske ekspresije TNF-a u uzorcima malignog tkiva povezivali sa uznapredovalim
stadijumima CRC [238, 239]. Treba napomenuti i da su Ganapathi i sar. pokazali da se niza ekspresija
TNF-0 u PBMC kod pacijenata sa CRC moze javiti i usled mikrosatelitske nestabilnosti [240].

Pored svega navedenog, nase istrazivanje je sugerisalo i povezanost polimorfizma ADIPOQ
rs266729 i nivoa genske ekspresije TNF-o kod pacijenata sa CRC (tabela 14). Ovaj SNP je prethodno
bio povezivan sa nizim rizikom za razvoj CRC [143]. U naSoj studiji uocili smo niZi nivo genske
ekspresije TNF-a kod pacijenata sa CRC sa CG+GG genotipom ovog polimorfizma (tabela 14). Slicna
povezanost nije uoc¢ena u kontrolnoj grupi. Sprovodenjem viSestruke linearne regresione analize smo
uvideli da polimorfizam ADIPOQ rs266729 zajedno sa ITM objasnjava 9,9% varijacija u nivoima genske
ekspresije TNF-o (tabela 18). Divella i sar. su pokazali da pacijenti sa ADIPOQ rs266729 CG i GG
genotipom imaju vise koncentracije TNF-a i nize koncentracije adiponektina u cirkulaciji [146]. Ovi
rezultati potvrduju efekte polimorfizma ADIPOQ rs266729 na imuni sistem, ostvarene kako kroz
promene koncentracije, tako i kroz nivoe genske ekspresije TNF-a.

S obzirom na njegovu poziciju u 3' netranslatornom regionu gena ADIPOR1, GG genotip treceg
ispitivanog polimorfizma u ovoj studiji, ADIPORL1 rs7539542, je povezivan sa redukcijom od 30-40% u
nivoima genske ekspresije Adiporl u PBMC [241]. Ipak, u nasem istrazivanju nismo utvrdili takav tip
funkcionalne zavisnosti (tabela 15). Umesto toga, naSa grupa pacijenata koji su nosioci G alela
(genotipovi CG i GG) je imala nize koncentracije UH, LDL-h i HDL-h u poredenju sa pacijentima sa CC
genotipom (tabela 15). Povezanost ovog SNP sa lipidnim parametrima je bila evidentna i kod zdravih
ispitanika, s obzirom da su visi nivoi TG primec¢eni kod nosilaca rizicnog alela (CG 1 GG genotip) (tabela
15). Da bismo potvrdili nezavisan uticaj SNP rs7539542 na promene u koncentraciji UH i LDL-h,
koristili smo viSestruku linearnu regresionu analizu. Model koji je ukljucivao ispitivani SNP i
koncentraciju TG je objasnjavao 16,4% varijacija u koncentraciji LDL-h i 26,8% varijacija u
koncentracijama UH (tabela 18). Diabetes Heart Study je ve¢ ukazala na povezanost ADIPOR1 SNP
rs7539542 i nivoa UH, ali u subklini¢kim kardiovaskularnim bolestima, dok je ova veza retko ispitivana
u malignim bolestima [242]. Osim toga, nasa korelaciona analiza (tabela 13) je ukazala na negativnu
relaciju izmedu koncentracija HDL-h i nivoa ekspresije Adiporl. Ipak, iako nasi preliminarni rezultati
impliciraju povezanost polimorfizma ADIPORL1 rs7539542 i markera lipidnog statusa, ove zakljucke je
potrebno proveriti u velikim prospektivnim studijama. Pored toga, kvalitet panela biomarkera se ogleda
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I u njihovoj sposobnosti da otkriju nasledne predispozicije za razvoj bolesti, stoga polimorfizme
ADIPOQ i ADIPORL takode treba razmotriti i u sklopu budu¢ih multimarkerskih testova.

U narednom koraku je izvedena i genotipizacija ispitanika za SNP TNF-a rs1800629. Razlike u
distribuciji genotipova izmedu zdravih ispitanika i pacijenata sa CRC nije bilo (p=0,614). Frekvenca
pojavljivanja AA genotipa je ukazala na nisku zastupljenost rizicnog homozigota u uzorku srpske
populacije. Ovakvi rezultati su bili u skladu sa meta analizom koja je potvrdila vezu ovog polimorfizma
i niskog rizika za razvoj CRC, ali u azijskoj populaciji, dok kod belaca ova relacija nije postojala [159].
S druge strane, studija na malezijskoj populaciji je ukazala na povezanost SNP TNF-o rs 1800629 i
povisenog rizika za razvoj CRC [243]. Pokazano je i da mutacija u rs1800629 lokusu ne povecava samo
rizik za pojavu inflamatornih bolesti creva, ve¢ i rizik za razvoj CRC sa osnovom u inflamatornim
bolestima [244]. Zapravo, Smatra se da je jedan od moguéih razloga postojanja povezanosti izmedu SNP
rs1800629 i rizika za nastanak CRC, interakcija ovog polimorfizma sa ostalim varijantama gena sa
kojima se ovaj SNP nalazi u LD [245].

U ovom istrazivanju je prvi put ispitivan odnos izmedu plazmatskih koncentracija rezistina, nivoa
genske ekspresije rezistina i nivoa CAP-1 u PBMC pacijenata sa CRC. Nasi rezultati su pokazali vise
koncentracije rezistina u plazmi, pracene nizim nivoima genske ekspresije ovog biomolekula kod
pacijenata sa karcinomom u poredenju sa zdravim osobama (tabela 21). Pored toga, visa ekspresija CAP-
1 je uocena kod pacijenata. Nedavno je studija izvedena na monocitima sugerisala da je CAP-1 receptor
za humani rezistin [173], ali je ograni¢en broj studija istrazivao interakcije rezistina i CAP-1 u malignim
bolestima. Suprotno tome, efekti koji su posredovani interakcijom rezistina i TLR4 su bili predmet
opseznih istrazivanja. Wang i sar. su pokazali da interakcija rezistin-TLR4 u celijskim linijama
karcinoma deluje na promociju razvoja karcinoma dojke [246]. Takode je sugerisano da u celijama
karcinoma zeluca rezistin stimuliSe angiogenezu kroz efekte posredovane sa TLR4 [247]. Medutim,
imunohistohemijsko bojenje za CAP-1 je bilo pozitivno u preko 50% uzoraka tkiva pacijenata sa CRC
[248], sto implicira da bi interakcija CAP-1-rezistin mogla igrati vaznu ulogu u razvoju ove bolesti. Ve¢
je pokazano da se prekomerna genska ekspresija CAP-1 u tkivu vezuje za nizu stopu prezivljavanja u
sluéaju karcinoma dojke i karcinoma jajnika [249]. Kao protein koji veZe aktin [250], CAP-1 se smatra
faktorom znacajnim za podsticanje metastaza, kao i medijatorom invazivnosti karcinoma [248, 249].
Nase istrazivanje je pokazalo da je genska ekspresija CAP-1 ushodno regulisana kod pacijenata sa CRC
u odnosu na kontrolu (tabela 21). Istovremeno povisene koncentracije rezistina u plazmi (tabela 21) mogu
da ukazu na znacajnu interakciju rezistin-CAP-1 u CRC, $to je potrebno dalje istraziti. Na osnovu ovih
preliminarnih rezultata, mozemo postaviti hipotezu o postojanju karakteristicnog obrasca interakcije
rezistin-CAP-1, koji se razlikuje od dobro poznate interakcije rezistin-TRL4, a koja moze biti od
potencijalnog interesa, bilo kao biomarker ili kao potencijalni terapeutski cilj. Studije su ve¢ dokazale da
interakcija rezistina sa CAP-1 u monocitima dovodi do poveéane proizvodnje pro-inflamatornih citokina
[173]. Buduci da ovi citokini pojacavaju gensku ekspresiju rezistina u PBMC [251], nastala pozitivna
povratna sprega dalje promovise inflamatorno okruzenje neophodno za inicijaciju i progresiju CRC.
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lako je proinflamatorna uloga rezistina posebno naglasena u brojnim studijama, njegova
negativna korelacija sa HDL-h je takode primecéena u razli¢itim patoloskim stanjima, ukljucuju¢i CRC
[252]. Ova korelacija je izdvojena kao znacajna i kod naSih pacijenata (tabela 22; slika 33a). Ve¢ je
predloZzen mehanizam putem kojeg HDL moze inhibirati proizvodnju rezistina. Naime, u misjim 3T3L1
adipocitima je pokazano da HDL cCestice interaguju sa oksidovanim LDL, umanjujuc¢i na taj nacin
akumulaciju slobodnog holesterola i stres endoplazmatskog retikuluma, §to posledicno dovodi do
smanjenog lu¢enja adipocitokina [253]. lako znacajna razlika izmedu humanog i miSijeg rezistina
sprec¢ava donosenje apsolutnih zakljucaka, ovi rezultati sugeriSu da bi porast u koncentraciji cirkuliSué¢eg
rezistina u ljudi mogao nastati kao posledica smanjenih nivoa HDL-h i oSte¢ene funkcionalnosti HDL
Cestica. Studija Stevanovi¢ i sar. je pokazala da distribuciju HDL ¢estica kod pacijenata sa CRC
karakteriSe manji dijametar i povecani udeo manjih HDL3b cestica, §to implicira narusenu
funkcionalnost HDL [254]. Uocena je i promena u aktivnosti PON-1 kroz tercile HDL-h (slika 33b).
Posto je enzim PON-1, povezan sa HDL, odgovoran za razgradnju oksidovanih lipida u okviru LDL
Cestica, moZe se pretpostaviti da disfunkcionalne HDL cestice u CRC nisu u stanju da sprece povecanje
sekrecije rezistina. S druge strane, rezistin pospeSuje stvaranje proinflamatornog okruzenja, Sto dalje
moze umanjiti funkcionalnost HDL ¢estica [255], doprinose¢i na taj nafin pogor$anju pocetnog
patoloskog procesa. Nedavno su Lu i Zhan ukazali na zna¢aj multimarkerskog modela za razumevanje
etiopatogeneze malignih bolesti [45], a naSi rezultati uporednog odredivanja nivoa rezistina, HDL-h i
aktivnosti PON-1 u CRC potvrdilo je takvo glediste i podvuklo znacaj takvog pristupa za bolje
razumevanje, a time i efikasno predvidanje i prevenciju razvoja CRC.

lako su makrofage glavni izvor rezistina u plazmi kod ljudi, PBMC, odnosno monociti i limfociti,
takode proizvode rezistin i na taj nacin doprinose njegovoj ukupnoj koncentraciji [256]. Medutim,
odredivanje nivoa genske ekspresije rezistina u PBMC u na$oj studiji je dalo neocekivane rezultate. Za
razliku od viSih koncentracija rezistina u plazmi, uo¢ili smo nize nivoe genske ekspresije rezistina kod
pacijenata sa CRC (tabela 21). Moguc¢i razlog za takvu neuskladenost bi se mogao naci u razli¢itoj
produkciji rezistina u PBMC i u malignom tkivu. Pretpostavlja se da bi se povecana sekrecija rezistina u
CRC pre mogla pripisati tumor-infiltriraju¢im makrofagama, nego samim malignim ¢elijama [257].
Pored toga, nedavna studija na zenama sa karcinomom dojke je pokazala da koncentracije serumskog
rezistina nisu u korelaciji sa ekspresijom njegovog gena u malignom tkivu [258]. Za razliku od ustaljenog
misljenja prema kojem makrofage poticu isklju¢ivo iz monocita, pokazano je da su pretece tkivnih
makrofaga, zapravo Celije progenitori iz zumancane kese i fetalne jetre [259]. Sa druge strane, makrofage
nastale iz monocita postaju brojne u tkivima tokom inflamatornog odgovora [259]. Imajuéi u vidu da je
hroni¢na upala povezana sa CRC [260], moze se pretpostaviti da uoceni visi nivoi rezistina u plazmi
naSih pacijenata nastaju kao posledica njegove povecane produkcije u brojnim makrofagama koje
invadiraju tumorsko tkivo. Dodatno, kod pacijenata sa CRC smo uo¢ili i grani¢no znaéajnu pozitivnu
korelaciju genske ekspresije sa plazmatskim koncentracijama rezistina (tabela 22). Pored toga smo
primetili i porast genske ekspresije kroz tercile serumske koncentracije rezistina (slika 32). Ukupno
uzevsi, mozemo pretpostaviti da PBMC svakako doprinose nivou cirkuliSu¢eg rezistina, ali verovatno
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nisu jedini i najznacajniji izvor ovog proteina u CRC. Navedeni rezultati upucuju na zakljucak da se
nesklad izmedu koncentracija rezistina u plazmi i nivoa genske ekspresije moze koristiti kao potencijalni
indikator razvoja CRC. Stoga je izracunat i analiziran odnos koncentracije rezistina/iRNK rezistina.
Dobijeni rezultati znacajno visih vrednosti odnosa zabelezeni su kod pacijenata sa CRC u odnosu na
kontrolnu grupu (tabela 21). Stavise, ovaj odnos je pokazao znagajnu diskriminativnu sposobnost za CRC
(tabela 25), sto je potvrda moguce primene ovog odnosa kao biomarkera CRC. Takva otkri¢a mogu imati
vazne posledice za potencijalnu upotrebu rezistina u dijagnozi i prognozi CRC. Dakle, metode
molekularne biologije 1 genetski testovi mogu dopuniti i poboljsati tradicionalno odredivanje
koncentracije proteina, Sto predstavlja temelj moderne biohemijske dijagnostike [261]. Pored toga, ovaj
odnos se lako moze odrediti u uzorcima dobijenim jednostavnom venepunkcijom, §to moze predstavljati
znacajnu prednost za potencijalnu klinicku primenu. Ipak, nase rezultate bi trebalo dalje testirati i

vrednovati u osnovnim 1 klinickim studijama.

Uprkos joS uvek nereSenim pitanjima u vezi sa tatnom ulogom rezistina u kolorektalnoj
karcinogenezi, u velikom broju studija su zabeleZene visoke koncentracije rezistina u CRC [174].
Utvrdena je | povezanost izmedu stadijuma tumora i koncentracije rezistina u serumu [252] i naglasena
njegova mogucéa upotreba kao markera za razvoj CRC [262]. U svetlu ovih dokaza, ispitali smo
prediktivni potencijal nivoa genske ekspresije rezistina i CAP-1, kao i plazmatskih koncentracija
rezistina za razvoj CRC. Sva tri parametra pojedina¢no su pokazala znaCajan prediktivni potencijal
(tabela 23), dok je u multivarijantnoj binarnoj logistickoj regresiji rezistin ostao znac¢ajan prediktor rizika
za nastanak CRC rizika (tabela 24). lako je dobijeni OR sugerisao relativno mali doprinos rezistina
porastu rizika za razvoj CRC, dobijena statisticka znacajnost 1 dalje ukazuje na nezavisan doprinos
rezistina razvoju ove bolesti. Pored toga, nasi preliminarni rezultati su pokazali da je klini¢ka ta¢nost
rezistina uporediva sa trenutno dostupnim laboratorijskim tumorskim markerima za CRC, kao §to su
serumski CA 19-9 i CEA [263]. Stavise, paralelnim odredivanjem plazmatske koncentracije i genske
ekspresije rezistina i nekoliko drugih lako dostupnih antropometrijskih i laboratorijskih parametara
(starost, ITM, LDL-h i HDL-h) ostvaruje se visoka klini¢ka ta¢nost (tabela 25), ¢ime se naglasava

vaznost multimarkerskog pristupa za predvidanje i dijagnozu CRC.

Prethodne studije su povezivale polimorfizam RETN rs1862513 (-420 C/G) sa viSim
koncentracijama rezistina i posledi¢no sa pogorsanjem proinflamatornog statusa kod pacijenata sa CRC
i rakom dojke, a GG genotip je detektovan kao najznacajniji za ispoljavanje ovih efekata [178]. Osawa i
sar. su pokazali povezanost polimorfizma RETN rs1862513 u promotorskom regionu gena sa pojatanom
ekspresijom IRNK usled izmenjenog vezivanja transkripcionih faktora Spl/ 3 [264]. Medutim, isti autori
su predlozili prisustvo drugih znac¢ajnih SNP, sa zaklju¢kom da se moraju uzeti u obzir viSestruki efekti
razli¢itih alela [265]. Dodatno, isti autori su pokazali da je metilacija u -420 regionu povezana sa nizom
koncentracijom rezistina kod CC i CG genotipova [266]. U naSoj trenutnoj studiji nismo uo¢ili
povezanost izmenjenih nivoa ekspresije gena rezistina i CAP-1, ili koncentracija rezistina sa
polimorfizmom RETN rs1862513. Pored toga, nismo pronasli razlike u pogledu distribucije genotipova
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izmedu pacijenata sa CRC i zdravih osoba. Ukupno uzevs$i, mozemo pretpostaviti da bi nedostatak
povezanosti izmedu ovog specificnog SNP sa genskom ekspresijom i proteinskom koncentracijom
rezistina kod nasih pacijenata sa CRC mogao biti posledica drugih genetskih ili epigenetskih efekata koji
prevazilaze samo jednu genetsku izmenu, a $to ponovo istice vaznost sveobuhvatnijeg pristupa genetskim
analizama.

Na kraju ovog istrazivanja proverene Su i interakcije gena, odnosno interakcije gena i faktora
spoljasnje sredine koris¢enjem MDR softverske analize. Polimorfizmi ADIPOR1 rs1342387, ADIPOQ
rs266729 i RETN rs1862513 su pokazali znacajne uzajamne sinergisticke efekte i to u kombinacijama
ADIPOR1 rs1342387- RETN rs 1862513 i ADIPOR1 rs1342387- ADIPOQ rs266729 (slika 34, slika 35).
Treba napomenuti da se polimorfizam ADIPORL1 rs1342387 nalazio u LD sa ADIPORL1 rs753954 (tabela
27), te nije bilo moguce ispitivati povezanost njegovih genotipova sa lipidnim faktorima rizika za razvoj
CRC, ili sa parametrima adiponektinske ose (tabela 15). Ipak, ovaj polimorfizam je vise studija izdvojilo
kao znacajan za razvoj CRC [267]. Naime, meta analiza je pokazala da se CT i TT kombinacija genotipa
povezuje sa redukcijom rizika za razvoj CRC u poredenju sa CC homozigotima za SNP ADIPOR1
rs1342387 [147], odnosno da je rizik za razvoj karcinoma nizi kod nosilaca T alela, u poredenju sa CC
genotipom [268]. Inace, poznato je da se ovaj polimorfizam nalazi u intronu 4 (+5843 C>T) ADIPOR1
gena, odnosno u lokusu vezanom za proporcije tela, poput visine, tezine, obima kuka, struka i ITM [147],
te ovaj polimorfizam moze biti od posebnog interesa kada se radi o interakciji genskih ¢inilaca i faktora
spoljasnje sredine u CRC.

Rezultati brojnih studija su pokazali suprotstavljene zakljucke koji se odnose na povezanost
specifi¢nih genskih polimorfizama sa odgovaraju¢im oboljenjima u razli¢itim populacijama, $to se moze
pripisati genetskoj heterogenosti u etni¢kim grupama, ograni¢enjima u pogledu veli¢ine uzoraka i
razlikama u primenjenim metodoloskim pristupima [243]. Drugi razlog moze biti pleiotropna uloga datog
polimorfizma u patogenezi bolesti, odnosno njegova interakcija sa ostalim genima ili faktorima Zivotne
sredine. Takode, objasnjenje treba traZziti i u obrascima LD, s obzirom da ispitivani gen moze biti u LD
sa drugom genskom varijantom od znacaja za nastanak bolesti u jednoj etni¢koj populaciji, ali ne
obavezno i u svim ostalim populacijama [243]. Medutim, znacajno je istaci da, interakcijom sa faktorima
zivotne sredine, genetske varijante u razli¢itom stepenu mogu da modifikuju rizik za pojavu bolesti. Za
razliku od monogenskih bolesti, u patofizioloSkim stanjima sa slozenom etioloSkom osnovom, kao $to je
CRC, mora se uzeti u obzir nacin na koji povezanost izmedu samih gena, ali i veza gena sa faktorima
sredine deluju na predispoziciju pojedinca za razvijanje bolesti [269]. U te svrhe se koriste interakcioni
grafici (slika 34, slika 35), koji su u nasem istrazivanju pored ranije spomenutih gensko-genskih
interakcija, ukazali i na znacaj interakcije polimorfizama ADIPOR1 i RETN sa konzumacijom alkohola
u CRC, te polimorfizma RETN i puSenja. Dodatno, veza izmedu ADIPOR1 i pusackog statusa je bila
nekonzistenta izmedu dva interakciona grafika, s tim da je prvi ukazao na nezavisan odnos, a drugi na
slab sinergizam. S druge strane, konzistentna redundantnost je postojala izmedu SNP ADIPOR1 i fizicke
aktivnosti. Na taj nacin, iako sami genski polimorfizmi u nasoj studiji nisu bili znacajni ¢inioci rizika za

109



razvoj CRC, njihove medusobne interakcije, kao i interakcije sa faktorima spoljasnje sredine jesu.
Pretrazivanjem literature, uocili smo da su ovakvi podaci retki i to ne samo u CRC, ve¢ i u ostalim
bolestima, te bi generalno bilo pozeljno ispitivanju polimorfizama adipocitokina pridodati i ovu
dimenziju, s obzirom da ona predstavlja jos jedan od vidova multifaktorske analize.

Iz prikazanih rezultata, zaklju¢ujemo da bi lako dostupni uzorci bioloskog materijala kao Sto su
serum, plazma i PBMC mogli biti izvor integrisanih panela biomarkera povezanih sa CRC, sa znacajnim
prediktivnim sposobnostima i zadovoljavaju¢om klinickom tacno$¢u. Minimalno zahtevan i relativno
komforan postupak uzorkovanja bioloskog materijala bi tako mogao da obezbedi multimarkersku
strategiju, koja je obeleZje preventivne, prediktivne i personalizovane medicinske prakse. Pored toga,
nasi rezultati impliciraju da bi odredivanje koncentracija proteina trebalo dopuniti molekularnom
detekcijom, kako bi se dobio uvid u moguce izmene genetskog koda, regulaciju ekspresije gena,
posttranskripcione i posttranslacione modifikacije, kao i interakciju proteina sa receptorima. Svi ovi
¢inioci mogu biti od znacaja za razvoj CRC, pa bi sveobuhvatan analiticki pristup znacajno unapredio
postojecu dijagnosticku praksu, a time 1 prevenciju i tretman bolesti.
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6. Zakljucci

Nasi rezultati su ukazali na snizene koncentracije UH, LDL-h, HDL-h kod pacijenata sa CRC.
PoviSena aktivnost i snizena masena koncentracija CETP, kao i redukovana aktivnost LCAT su
uoceni u istoj grupi ispitanika, paralelno sa poviSenim nivoom oksidativnog stresa i redukovanom
paraoksonaznom i arilesteraznom aktivnos¢u antioksidativnog enzima PON-1, Sto sve zajedno
upucuje na umanjeni funkcionalni kapacitet HDL Cestica.

Rezultati opservacionog dela istrazivanja su ukazali na snizenu ekspresiju gena Adiporl,
rezistina, TNF-a, nepromenjene nivoe ekspresije Adipor2 i ushodno regulisane nivoe ekspresije
CAP-1 u PBMC pacijenata sa CRC.

In silico analiza GSE44076 baze podataka je pokazala da je genska ekspresija Adiporl u tumoru
nepromenjena u poredenju sa zdravim tkivom, dok je nishodna regulacija genske ekspresije
Adiporl zabeleZzena u susednoj mukozi. Suprotno tome, nivoi genske ekspresije Adipor2 u
mukozi susednoj tumoru su bili ekvivalentni nivoima u zdravim ¢elijama, a vi$i nego u malignom
tkivu. Pored toga, rezultati in silico analize su ukazali na snizene nivoe IRNK TNF-ao u susednoj
mukozi i u samom malignom tkivu u poredenju sa zdravim tkivom.

GSEA analiza je ukazala na mogucu znacajnu ulogu Adipor2 u metabolickim promenama u
malignom tkivu, kao i na potencijalnu zastitnu funkciju Adiporl u toku progresije tumora. U
analizi GSE44756 baze podataka, Adiporl se izdvojio kao metabolicki aktivan receptor u
monocitima, dok je istovremeno bio u pozitivnoj korelaciji i sa skupom gena vezanih za TNF-a
NF-kB signalnu kaskadu.

Snizene koncentracije IGF1 zajedno sa poviSenim koncentracijama E-kadherina i rezistina su
uocene kod pacijenata sa CRC.

U grupi pacijenata sa CRC znacajne pozitivne korelacije su uocene izmedu iIRNK za TNF-a i
koncentracije HDL-h, nivoa IRNK CAP-1 i vrednosti ITM. Negativne korelacije su postojale
izmedu koncentracije HDL-h i nivoa genske ekspresije Adiporl, kao i izmedu koncentracija
HDL-h i rezistina. Dobijene korelacije ukazuju na specificne obrasce povezanosti izmedu

parametara metabolicke kontrole i inflamacije.

Analiza polimorfizama pojedinaénih nukleotida za ADIPOQ (rs266729), RETN (rs1862513),
ADIPORL (rs7539542, rs1342387), TNF-a (rs1800629) i IGF-1 (rs2946834) nije ukazala na

postojanje razlika u frekvenci genotipova izmedu ispitanika sa CRC i zdravih osoba.

Povezanost polimorfizama ciljnih gena sa odgovaraju¢im proteinima, odnosno nivoima

ekspresije gena nije uo¢ena ni u CRC ni u kontrolnoj grupi. Nasuprot tome, snizene koncentracije
UH, LDL-h i HDL-h su postojale kod nosilaca G alela polimorfizma ADIPOR1 rs7539542 u
grupi pacijenata sa CRC.
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Nije bilo razlika ni u jednom od ispitivanih biomarkera u odnosu na stadijum i gradus CRC, sa
izuzetkom IGF1l. Rezultati su ukazali na snizenje koncentracije ovog analita kroz stadijume
bolesti, sa znac¢ajnom razlikom dostignutom izmedu stadijuma B1 i D.

Aktivnost i masena koncentracija CETP, koncentracija HDL-h, nivoi PAB, arilesterazna
aktivnost PON-1, koncentracija IGF1, E-kadherina, rezistina, kao i genska ekspresija CAP-1 i
rezistin su identifikovani kao nezavisni prediktori razvoja CRC

Multimarkerski pristup izdvojio je slede¢e modele kao znacajne u predikciji nastanka CRC:
aktivnost CETP sa uzrastom, polom i koncentracijama LDL-h, HDL-h i TG; masena
koncentracija CETP u kombinaciji sa uzrastom, polom i koncentracijama prethodno navedenih
lipidnih markera, ali i u kombinaciji sa PAB i arilesteraznom aktivnos¢u PON-1; koncentracije
IGF1 i E-kadherina u kombinaciji sa uzrastom, polom i vrednostima ITM; plazmatska
koncentracija rezistina u kombinaciji sa uzrastom, polom, ITM, koncentracijom HDL-h, LDL-h
I nivoima ekspresije gena CAP-1.

Odli¢na dijagnosticka ta¢nost je postignuta za vrednosti PAB i koncentraciju E-kadherina, dok je
veoma dobra dijagnosticka ta¢nost uoCena u slucaju masene koncentracije CETP 1 odnosa
koncentracija rezistina/ iIRNK rezistina.

MDR analiza je ukazala na znaCajne sinergisticke interakcije polimorfizama ADIPOR1
rs1342387 - RETN rs 1862513 i ADIPOR1 rs1342387- ADIPOQ rs266729, kao i na sinergizam
izmedu SNP ADIPORL1 rs1342387 i RETN rs 1862513 i konzumacije alkohola, te izmedu SNP
RETN rs 1862513 i puSenja kod pacijenata sa CRC.

Uocena povezanost izmedu analiziranih parametara inflamacije, imunog odgovora, oksidativnog
stresa i lipidne homeostaze, kao i dobijeni podaci o prognostickom i dijagnostickom potencijalu
pojedina¢nih markera i njihovih kombinacija upu¢uju na mogucu korist koju bi implementacija
multimarkerskih modela donela predikciji i dijagnostici CRC. U tom smislu, rezultati ovog
istrazivanja predstavljaju doprinos inovativnom pristupu, koji podrazumeva primenu
integrativnih panela biomarkera u laboratorijskoj dijagnostici kompleksnih oboljenja, a sve u cilju

razvoja i unapredenja preventivne, prediktivne i personalizovane medicinske prakse.
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H3zjaBa o ayTopcTBY

Hme 1 npe3ume aytopa Mapmja Muxajnosuh

Bpoj uupekca 04/14

UsjaBmyjem
Jla je JOKTOpCKA UCepTAaIlnja 1Mo/ HACI0BOM

., MCNIUTHBAE NPEAMKTHBHOT M JIHjarHOCTHYKOI 3HA4aja 10jeJJMHAaYHUX U KOMOMHOBAHMX
OuomMapkepa NMOMAHOT cTaTyca M uH(UAMAlMje KO NalWjeHaTa ca  KOJOPEKTATHHM
KApLMHOMOM®

* pe3ynTaT CONCTBEHOr HCTPAXKHUBAYKOL paja;
* JIa AuCepTalHja y UETMHH HH Y IeNIOBUMA HUje OHJla MpejUIOIKeHa 3a CTULAbE Apyre
AMILIOME NpeMa CTYIM|CKUM MPOrpaMuMa IPYrHX BUCOKOLIKONCKHX YCTAHOBA,
* J]a CY PE3YJITATH KOPEKTHO HABE/IEHH U
* 1a HUCAaM KPIIMO/NA ayTOPCKA NPaBa M KOPHCTHO/NA HHTENEKTYalHY CBOJUHY APYTHX
a4ua.
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H3jaBa 0 HCTOBETHOCTH LUTAMMAHE H eJIeKTPOHCKE Beép3Hje JOKTOPCKOr

pana
Hme n npesume aytopa _ Mapuja Muxajnoruh
bpoj unnekca 04/14
Cryamjcky nporpaM _ Menuuuncka 6uoxemuja

Hacnos pana _,,McnutuBarme IPeUMKTHBHOT H AMJarHOCTHYKOT 3Ha4aja MojeAMHAYHUX 1
KOMOMHOBaHHX GHOMapKepa THITMAHOT CTaTyca W HHdIamMauMje Koj namujesara ca

KOJIOpEKTaJIHUM KapLUMHOMOM®

Menrop npod. ap Anekcanznpa 3esskoesuh
H3jaribyjem Aa je mTamnana Bep3uja MOT JOKTOPCKOT paja HCTOBETHA €NIEKTPOHCKO]
BECP3MjH KOJy caM IIpejao/na pajd noxpawHpara y JHruTarHoM penosuTopujymy
Yuugpepsurera y beorpany.

Jlozrosbaram aa ce o0jare MOjH NHYHH MOJALM Be3aHH 3a J100Hjalbe aKaJeMCKOT Ha3hBa
JOKTOpa HayKa, Kao LITO CY UMe U Mpe3uMe, ToJMHA U MecTo poliema U 1atym oadpane paja.
OBM JIMYHM NOJIALH MOTY ce 00JaBHTH Ha MPEXKHHM CTPaHHIaMa AMrHTaiHe OUbinoTeKe, y

eJIEKTPOHCKOM KaTalory ¥ y nyOmikanujaMa YHuBepsutera y beorpany.

Hornuc ayropa
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H3jasa o xopumhemwy
Ornaumfiyjem Yuusep3uteTcky oubanoreky ,,Ceeroszap Mapkosuhi“ga y Jlururanuu
Penosuropujym YHuusepsutera y Georpany yHece Mojy ZOKTOPCKY AHCEPTALM]Y NOJ

HacnoBoM: _,McnuTuBame NpeaHKTHBHOr M AMjaTHOCTHYKOT 3Ha4aja [ojeAMHaYHuX 1
KomOuHOBaHMX OHOMapKepa TMAMHOT cTaTyca U MHduiaMalije Ko nanujeHara ca

KOJIOPEKTANTHUM KapLHHOMOM®
K0ja je MOje ayTOpCKO JIeNo.
Jlnceprauujy ca CBHM NpPHIO3HMMA MpPejlao/fia caMm y eleKTpoHCKoM (hopMaTy MmorogHoM 3a
TPajHO apXMBHpaHE.
Mojy noxTopeky incepTaliujy noxpamwedy y JIMrutanHom penosutopujymy Yuusepsutera y
beorpaay 1 10CTYNHY y OTBOPEHOM IPHUCTYILY MOI'Y JId KOPUCTE CBH KOjM NOLITY]y oapenbe
caapkane y opabpanom Tuny muenne Kpearusne 3ajenuauue (Creative Commons) 3a kojy
cam ce oJ1y4yHo/na.
I. Ayropcteo (CC BY)
2. AytopcTto — HexkoMepuMjanHo (CC BY-NC)
@Aympcnao — HeKoMepuHjanHo — 6e3 npepana (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLIMjAJIHO — JIeJIMTH 1o UcTHUM yenosuMa (CC BY-NC-SA)
5. Aytoperso — 6e3 npepana (CC BY-ND)
6. AyTopcTBo — fenuTy nog uertum yeinoeuma (CC BY-SA)
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1. AytopeTrBo. Jlo3BoJbaBaTe yMHOXKABAkE, TUCTPUOYIIN]Y U JABHO CAOIIITABALE JIeNa, 1
mpepazne, ako ce HaBeje UMe ayTopa Ha Ha4MH oJjpel)eH oJ] cTpaHe ayTopa WM AaBaola
JUIIEHIIE, YaK U Y KoMepuujasiHe cBpxe. OBo je Hajci0001HA]ja O] CBUX JIUIICHIIH.

2. AyTopcTBO — HeKOMepIHujaaHo. Jlo3BosbaBaTe yMHOKABAKE, JUCTPUOYITH]Y B JaBHO
CaolITaBamke eja, U Ipepajie, ako ce HaBelle MMe ayTopa Ha HauuH ofpeleH o/ cTpaHe
ayTopa WM JaBaoua Juiene. OBa JIMIeHIa He 103B0JbaBa KOMEPIUjaliHy yIoTpeoy nena.
3. AYyTOpCcTBO — HeKOMepIHjaJIHo — 6e3 mpepaja. J[03BoJbaBaTe yMHOXKABAHE,
TUCTPUOYIIM]Y W JaBHO CAOMIIITaBamkEe Jieia, 0e3 mMpoMeHa, MPeoOIuKOBama WIIH yoTpede
JieNia 'y CBOM JIely, aKO Ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauuH ofjpel)eH o/ cTpaHe ayTopa Uiu
naBaotia juienie. OBa JHIIeHIa He 103B0JbaBa KOMepljaaHy ynotpely nena. Y ogHocy Ha
CBE OCTaJIe JIUIICHIIE, OBOM JIMLIEHIIOM CE€ OrpaHrn4aBa HajBehu oOMM rpaBa Kopuihema aena.
4. AyTOpcTBO — HEKOMEPLMjaJIHO — JeJTUTH MO UCTHM ycaoBuMa. /[o3BosbaBaTe
YMHOXKaBamwe, TUCTPUOYIIH]Y U JaBHO CAOIIITABAKE JIefIa, U MPepaje, ako ce HaBeIe NMe
ayTopa Ha HauuH oJipel)eH o/ cTpaHe ayTopa WK AaBaolia JIMIICHIIE U aKo ce mpepaaa
JUCTPUOYHpa MO UCTOM WU CIIMYHOM JHIieH1IoM. OBa TUIeHIIa He J03BOJbaBa
KOMepIUjaliHy yroTpeOy Jiena u npepaja.

5. AytopcTBo — 6e3 mpepana. /[o3BospaBaTe yMHOKABaWke, JUCTPUOYIN]Y U jJABHO
CaomIITaBame jAea, 0e3 MpoMeHa, MPeodINKOoBamka WIH YIIOTpeOe Jesia y CBOM JIeITy, aKo Ce
HaBeJIe Me ayTopa Ha Ha4MH ojipel)eH o1 CTpaHe ayTopa WiH JaBaoiia auieHie. OBa
JIMIICHIIA J03BOJbaBa KOMEPIMjaIHy YIoTpeOy aena.

6. AyTOpPCTBO — 1eJIUTH MOJ MCTUM Yca10BHMA. J[03BOJbaBaTe YMHOXKaBakhe, AUCTPUOYLIH]Y
Y jaBHO CaoMIITaBamke Jiela, U Ipepajie, ako ce HaBeIe MMe ayTopa Ha HauuH ofpeleH ox
CTpaHe ayTopa WM JaBaolla JHUIIEHIIE U aKo ce Mpepaja IucTpulynpa moJ HCTOM WK
cnuyHOM nuIeHioM. OBa JUIEHIa 103B0JbaBa KOMEPIIUjaHy yrnoTpeOy /eia u mpepaja.

Cnuuna je coTBepCcKUM JTUICHIIAMa, OJTHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.



