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IZVEŠTAJ 

A. Sadržaj doktorske disertacije 

Doktorka disertacija je napisana na 132 strane, sadrži 28 tabela, 35 slika i 269 literaturnih 

navoda. Sadržaj je podeljen po poglavljima: Uvod, Ciljevi, Materijali i metode, Rezultati, Diskusija, 

Zaključci i Literatura.  

Cilj ove doktorske disertacije je bilo ispitivanje dijagnostičkog i prediktivnog potencijala 

pojedinačnih biomarkera, ali i njihovih kombinacija u okviru multimarkerskih panela za predviđanje 

rizika za nastanak kolorektalnog karcinoma (colorectal cancer, CRC). Naime, smatra se da bi 

multimarkerski pristup koji podrazumeva određivanje plazmatskih koncentracija proteina, merenje 

nivoa ekspresije gena i genotipizaciju ispitanika za polimorfizme pojedinačnih nukleotida (single 

nucleotide polymorphism, SNP) od značaja mogao da predstavlja pouzdan alat laboratorijske 

dijagnostike. S obzirom da je poznato da je CRC bolest multifaktorske etiologije, u ovoj doktorskoj 

disertaciji su analizom obuhvaćeni parametri koji ukazuju na poremećaje energetskog metabolizma, 

narušenu redoks homeostazu, ali i na deregulaciju imunog, odnosno inflamatornog odgovora pojedinca. 



Rezultati istraživanja su dopunjeni in silico analizom online dostupnih transktiptomskih baza podataka, 

dok su gensko-genske interakcije, kao i interakcije gena i faktora spoljašnje sredine ispitivane 

multidimensionality reduction (MDR) softverom.  

U ove svrhe određivane su plazmatske koncentracije insulinu sličnog faktora rasta 1 (insulin 

like growth factor 1, IGF1), kao i koncentracije lipidnih markera u svojstvu indikatora metaboličkih 

promena, dok su koncentracije rezistina i E-kadherina reflektovale poremećaje inflamatorne ose. 

Lipoproteinske čestice visoke gustine (high density lipoprotein, HDL), kao značajni pokazatelji 

narušene metaboličke ravnoteže u CRC su bile bliže određene parametrima specifičnog lipidnog 

profila, odnosno merenjem aktivnosti enzima lecitin-holesterol aciltransferaze (LCAT), holesterol-estar 

transfernog proteina (CETP) i paraoksonaze 1 (PON-1) kao pokazatelja remodelovanja i 

funkcionalnosti čestica. Prooksidativni-antioksidativni balans (PAB) je izmeren u svojstvu činilaca 

redoks homeostaze. Genetski markeri su uključivali određivanje nivoa iRNK gena uključenih u 

kontrolu inflamatornog procesa (rezistina i njegovog receptora, proteina udruženog sa adenilat 

ciklazom 1, CAP-1), imunog odgovora (faktora nekroze tumora α, TNF-α) i metaboličke homeostaze 

(adiponektinskih receptora, Adipor1 i Adipor2) u mononuklearnim ćelijama periferne krvi (peripheral 

blood mononuclear cells, PBMC). Genotipizacija ispitanika je izvedena za sledeće polimorfizme od 

interesa: IGF1 (rs2946834), ADIPOQ (rs266729), ADIPOR1 (rs7539542), ADIPOR1 (rs1342387), 

TNF-α (rs1800629), RETN (rs1862513). 

U poglavlju Materijali i metode su opisani postupci selekcije pacijenata sa CRC i zdravih 

ispitanika za učešće u istraživanju. Navedena je detaljna dijagnostička procedura kojoj su bili 

podvrgnuti pacijenti sa CRC, kao i način regrutacije zdravih ispitanika na redovnim sistematskim 

pregledima. Definitivna dijagnoza CRC je izvršena na osnovu patohistološkog nalaza resektovanog 

tkiva na Vojnomedicinskoj akademiji u Beogradu. Pacijenti sa CRC su pored patohistološkog nalaza, 

selektovani i po dodatnom kriterijumu da nisu imali prethodnu istoriju maligniteta, da nisu koristili 

neoadjuvantnu terapiju, niti terapiju koja bi mogla da utiče na lipidni status. Na osnovu gradusa i 

stadijuma bolesti formirane su podgrupe ispitnika. Za podelu prema stadijumu je korišćen Astler-Coller 

klasifikacioni sistem. Stratifikacija ispitanika je vršena i u odnosu na tri gradusa tumora. Zdravi 

ispitanici su bili podvrgnuti rutinskom kliničkom pregledu u Opštoj bolnici Medigroup u Beogradu. 

Kontrolnu grupu (KG) su činile osobe bez prethodne istorije malignih ili nemalignih bolesti, ali i 

akutnih stanja. Standardizovanim upitnikom se došlo do informacija o uzrastu, visini, težini, ličnoj i 

porodičnoj anamnezi, fizičkoj aktivnosti, konzumaciji alkohola i statusu pušenja. Na osnovu podataka 

o visini i težini je izračunat indeks telesne mase (ITM). Grupa pacijenata sa CRC je inicijalno 

obuhvatala 126 ispitanika, dok je KG činila 101 zdrava osoba. Shodno uspešnosti analiza i dostupnosti 

svih podataka, pojedinačne analize u studiji izvođene su na uzorcima različite veličine. Istraživanje je 

sprovedeno u skladu sa smernicama Helsinške deklaracije uz odobrenje lokalnih etičkih komiteta i to: 

Vojnomedicinske  akademije, Opšte  bolnice  Medigroup  i Farmaceutskog fakulteta u Beogradu.  

Ispitanicima su rutinskim komercijalnim enzimskim i kolorimetrijskim metodama određivani 

osnovni biohemijski parametri (koncentracija ukupnog holesterola-UH, holesterola sadržanog u 



lipoproteinima niske gustine (low density lipoprotein, LDL-h), HDL-h, koncentracija triglicerida (TG), 

te koncentracije proteina, glukoze i albumina) na biohemijskom analizatoru ILab 300+. Procena 

specifičnog lipidnog profila, odnosno određivanje aktivnosti enzima LCAT i CETP je podrazumevalo 

merenje promena koncentracija ukupnog i slobodnog holesterola u plazmi i izolovanoj HDL frakciji 

plazme u jedinici vremena. Aktivnost enzima je određivana uz dvočasovnu inkubaciju uzoraka na 

temperaturi od 37
0
C. Paraoksonazna aktivnost PON-1 je izmerena uz korišćenje paraoksona kao 

supstrata, dok je arilesterazna aktivnost PON-1 procenjivana kinetički, metodom sa fenilacetatom. PAB 

je određivan metodom sa tetrametilbenzidin-katjonom. Masena koncentracija CETP, IGF1, E-

kadherina i rezistina je određivana komercijalnim ELISA testovima. Nivoi iRNK u PBMC su izmereni 

metodom relativne standardne krive, odnosno kvantitativnom lančanom reakcijom polimerizacije 

(qPCR). Genotipizacija ispitanika za polimorfizme od interesa je izvršena metodom diskriminacije 

alela na 7500 Real-time PCR platformi. Standardni statistički parametarski testovi su korišćeni za 

analizu varijabli koje su inicijalno ili nakon logaritamske transformacije pratile normalnu raspodelu, a 

neparametarski za promenljive sa asimetričnom raspodelom. Multivarijantna binarna logistička 

regresiona analiza je korišćena za ispitivanje prediktivnog potencijala multimarkerskih modela, dok je 

dijagnostička tačnost procenjivana upotrebom receiver operating characteristic (ROC) krive. Za 

obradu i analizu podataka su korišćeni sledeći statistički stoftveri: IBM®SPSS® model 22.0 (IBM, 

USA), SNPStat (© 2006 Institut Català d’Oncologia), GraphPad Prism 7 program (GraphPad Softvare, 

La Jolla California USA), dok je in silico istraživanje podrazumevalo obradu transkriptomskih 

podataka primenom Gene Set Enrichment Analysis softvera (GSEA, Broad Institute, UC San Diego). 

GSE44076 baza podataka je uključivala 50 zdravih kontrolnih uzoraka i 98 uparenih uzoraka tkiva 

tumora kolona stadijuma II i susedne mukoze, dok su podaci iz GSE47756 skupa dobijeni na osnovu 

38 uzoraka monocita periferne krvi (peripheral blood monocytes, PBM) zdravih dobrovoljaca i 55 

pacijenata sa CRC. Chi kvadrat (χ2) test je korišćen za analizu kategoričkih podataka, kao i za proveru 

odstupanja distribucije genotipova od Hardy-Weinbergove ravnoteže. Za procenu i vizuelizaciju 

gensko-genskih interakcija, te interakcija gena i faktora spoljašnje sredine korišćen je MDR softver 

(MDR software, version: 3.0.2, build 2; MDRPT module, version: 1.0.2, beta 2).  

Rezultati  

U prvom delu poglavlja Rezultati predstavljene su antropometrijske karakteristike i osnovni 

biohemijski profil ispitanika sa CRC, kao i zdravih dobrovoljaca. Potom je ispitivana razlika u 

aktivnostima enzima LCAT, CETP, kao i razlika u paraoksonaznoj, odnosno arilesteraznoj aktivnosti 

PON-1 i vrednostima PAB. Zatim je usledila procena prediktivnog i dijagnostičkog značaja 

parametara, i to aktivnosti enzima CETP, PON-1, masene koncentracije CETP i vrednosti PAB, uz 

formiranje multimarkerskih modela.   

U sledećem odeljku Rezultata je prikazana razlika u koncentracijama IGF1 i E-kadherina 

između pacijenata i KG. Ispitivane su i razlike u koncentracijama IGF-1 i E-kadherina u odnosu na 

različite karakteristike ispitanika sa CRC, najpre u odnosu na pol, ITM, prisustvo dijabetesa, 

lokalizaciju tumora, gradus i stadijum tumora. Sledstveno je ispitivan prediktivni, dijagnostički 



potencijal IGF1 i E-kadherina, kao i dijagnostička tačnost spomenutih biomarkera. Dalje je analizirana 

povezanost SNP IGF1 (rs2946834) i rizika za razvoj CRC, na osnovu procene distribucije genotipova 

između pacijenata i zdravih ispitanika, te preko ispitivanja razlika u koncentracijama IGF1, E-

kadherina, parametara lipidnog statusa i vrednostima ITM u odnosu na prisustvo rizičnog alela IGF1 

(rs2946834) polimorfizma (GG naspram GA+AA) zasebno kod pacijenata sa CRC i u KG.     

Naredni odeljak Rezultata je bio posvećen detaljnoj analizi markera adiponektinskog statusa, 

odnosno njihove povezanosti sa metaboličkom i imunološkom homeostazom. U ovom delu istraživanja 

su prvobitno ispitivane razlike u nivoima genske ekspresije Adipor1, Adipor2 i TNF-α u PBMC. 

Povezanost SNP ADIPOQ (rs266729), ADIPOR1 (rs7539542), TNF-α (rs1800629) i rizika za razvoj 

CRC je ispitana tako što je najpre procenjivana razlika u distribuciji genotipova, a potom i razlike u 

nivoima genske ekspresije TNF-α, Adipor1 i Adipor2, kao i koncentracijama lipidnih parametara i 

vrednostima ITM u odnosu na određeni genotip rs266729 polimorfizma (CC naspram CG+GG, 

zasebno u CRC i u KG), te rs7539542 polimorfizma (CC naspram CG+GG, zasebno u CRC i u KG), 

kao i polimorfizma rs1800629 (GG naspram GA+AA, zasebno u CRC i KG). U okviru istog odeljka 

Rezultata, multivarijantnom linearnom regresionom analizom je ispitan nezavisan doprinos koji su 

polimorfne varijante ADIPOQ i ADIPOR1 imale na varijacije nivoa genske ekspresije TNF-α i 

promenu u koncentracijama lipidnih markera, i to u grupi pacijenata sa karcinomom. In silico deo 

istraživanja je podrazumevao evaluaciju transkriptomskog profila adiponektinskih receptora i TNF-α u 

tkivu tumora, mukozi susednoj tumoru i zdravoj mukozi (GSE44076). Isti obrazac ekspresije je 

istražen i u PBM pacijenata sa CRC i zdravih ispitanika (GSE47756). Ovi rezultati su bili propraćeni 

primenom GSEA, te su detektovane korelacije od značaja, odnosno ispitivana je povezanost ekspresija 

adiponektinskih receptora sa genskim setovima vezanim za signalne puteve metaboličke, inflamatorne i 

imune homeostaze.  

Deo poglavlja Rezultata je obuhvatio i detaljnu analizu postojanja razlika u plazmatskim 

koncentracijama rezistina, nivoima genske ekspresije rezistina i CAP-1 u PBMC pacijenata sa CRC i 

zdravih ispitanika. Ispitivana je i razlika u odnosu koncentracija rezistina/iRNK rezistina. Negativna 

korelacija uočena između HDL-h i rezistina je vodila ka stratifikaciji ispitanika prema tercilima 

koncentracije HDL-h, te je analizirana razlika u koncentracijima rezistina kroz ove podgrupe, a zatim je 

na isti način analizirana i paraoksonazna aktivnost PON-1, kao indikatora funkcionalnosti HDL čestice. 

Primenom multivarijantne binarne logističke regresione analize ispitivan je prediktivni i dijagnostički 

potencijal plazmatskih koncentracija rezistina i CAP-1. Sledstveno je ispitivana dijagnostička tačnost 

određivanih biomarkera: rezistina, nivoa iRNK CAP-1, odnosa koncentracija rezistina/iRNK rezistina, 

ali i istih parametara grupisanih u klastere. U te svrhe su formirani modeli i to Model 1, koji su činili 

nivoi iRNK CAP-1 i koncentracija rezistina, Model 2 koji se sastojao od koncentracija rezistina, 

aktivnosti enzima PON-1 i koncentracije HDL-h, dok su Modelom 3 bile obuhvaćene godine 

ispitanika, vrednosti ITM, koncentracije HDL-h, LDL-h i rezistina. Na kraju ovog odeljka je 

analizirana povezanost polimorfizma RETN (rs1862513) i plazmatskih koncentracija rezistina, nivoa 

ekspresije gena rezistina i CAP-1, uz dodatno ispitivanje povezanosti ovog SNP i parametara lipidnog 



statusa, aktivnosti PON-1, odnosa koncentracija rezistina/iRNK rezistina i ITM zasebno u grupi 

pacijenata i KG.  

Poslednje poglavlje rezultata je bilo posvećeno MDR analizi kojom su bili obuhvaćeni sledeći 

polimorfizmi: RETN (rs1862513), ADIPOR1 (rs1342387), ADIPOR1 (rs7539542), IGF1 (rs2946834), 

ADIPOQ (rs266729), SNP TNF-α (rs1800629), dok su od faktora spoljašnje sredine bili uključeni 

pušački status, alkohol i fizička aktivnost. Ispitano je odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteže za 

obe analizirane grupe. Primenom Fruchterman-Rheingold grafika su vizualizovane značajne SNP-SNP 

interakcije, kao i interakcije SNP i faktora spoljašnje sredine, odnosno uočen je sinergizam interakcija, 

redundantnost, ili njihova međusobna nezavisnost.  

Na kraju disertacije, dati su Diskusija i Zaključci koji proizilaze iz rezultata istraživanja i 

njihove analize. 

B. Opis dobijenih rezultata 

Prvi rezultati koji su se odnosili na demografske karakteristike i parametre opšte biohemijske 

dijagnostike pacijenata i zdravih ispitanika, su pokazali da između grupa nema razlike u distribuciji 

muškaraca i žena, ali da postoji statistički značajna razlika u godinama, sa pretežno starijom 

populacijom pacijenata. Vrednosti ITM se nisu razlikovale između pacijenata i kontrola. Niže 

koncentracije ukupnih proteina i albumina su uočene kod pacijenata sa CRC, dok se nivoi glukoze i TG 

nisu značajno razlikovali u odnosu na zdrave osobe. Niže koncentracije UH, HDL-h i LDL-h su takođe 

uočene kod pacijenata sa karcinomom. Kada su u pitanju parametri specifičnog lipidnog profila, niža 

enzimska aktivnost LCAT je uočena u CRC, zajedno sa povišenom aktivnošću CETP i sniženom 

masenom koncentracijom ovog enzima. Obe aktivnosti enzima PON-1, su bile redukovane u CRC. 

Nasuprot tome povišene vrednosti PAB su uočene u grupi pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike. 

Prvi model multivarijante binarne logističke regresione analize je pokazao da nakon korekcija za 

godine, pol, koncentraciju TG, HDL-h i LDL-h, aktivnost CETP ostaje statistički značajan prediktor 

razvoja CRC. Međutim kada je formiran model koji se sastojao od aktivnosti CETP, arilesterazne 

aktivnosti PON-1 i vrednosti PAB, izgubljena su prediktivna svojstva CETP. S druge strane, masena 

koncentracija CETP je pokazala statističku značajnost u modelu 1, ali ju je zadržala i nakon što je 

izvršena korekcija za parametre oksidativnog stresa. Ispitivanjem dijagnostičke tačnosti, došlo se do 

zaključaka da je PAB odličan potencijalni dijagnostički marker, dok se dijagnostička tačnost masene 

koncentracije CETP prema kriterijumu za površinu ispod krive (AUC, area under the curve) mogla 

opisati kao veoma dobra. 

 U delu istraživanja o značaju IGF1 i E-kadherina kao biomarkera CRC, uočene su snižene 

koncentracije IGF1 i povišene koncentracije E-kadherina kod pacijenata sa CRC. Pokazano da su viši 

nivoi IGF1 nađeni kod muškaraca sa karcinomom u odnosu na žene sa CRC. Istraživanjem promena u 

koncentracijama IGF1 u odnosu na ostale karakteristike pacijenata sa CRC, utvrđeno je da statistički 

značajnih razlika nije bilo u odnosu na prisustvo ili odsustvo dijabetesa, više ili niže vrednosti ITM, ili 

različite graduse tumora. Ipak, statistički značajne razlike su uočene u odnosu na stadijum tumora i 

lokalizaciju maligniteta. Pokazano je da pacijenti sa karcinomom rektuma imaju više koncentracije 



IGF1 u odnosu na ispitanike sa karcinomom kolona, dok je smanjenje u koncentracijama ovog 

parametra evidentirano kroz stadijume bolesti, sa statistički značajnom razlikom između B1 i D 

stadijuma bolesti. Nasuprot IGF1, promene u koncentracijama E-kadherina nisu postojale u odnosu na 

bilo koju od antropoloških ili kliničkih karakteristika pacijenata sa CRC. Ispitivanje prediktivnog 

potencijala IGF1 i E-kadherina je pokazalo da su oba parametra u multivarijantnoj binarnoj logističkoj 

regresionoj analizi bila statistički značajna nakon korekcija za godine, pol i vrednosti ITM. Dodatno 

ROC analiza je pokazala prihvatljivu kliničku tačnost za određivanje nivoa IGF1 u CRC, a odličnu za 

određivanje koncentracije E-kadherina. U skladu sa tim je napravljen i model koji je uključivao oba 

parametra i za koji je pokazano da poseduje odličan dijagnostički potencijal. Međutim poređenjem 

ROC krivih dobijenih za kombinovani model i sam E-kadherin, statistički značajnih razlika između 

vrednosti AUC nije bilo. Nadalje je ispitivana i eventualna povezanost polimorfizma IGF1 (rs2946834) 

i povećanog rizika za razvoj CRC. Međutim razlika u distribuciji genotipova između pacijenata sa CRC 

i KG nije uočena. Statistička značajnost nije evidentirana ni kada su ispitivane razlike u 

koncentracijama IGF1, E-kadherina, lipidnih parametara, kao i u vrednostima ITM u odnosu na 

genotipove pomenutog polimorfizma, ni kod pacijenata sa CRC, ni u KG. Dodatno, odstupanje od 

Hardy-Weinbergove ravnoteže nije uočeno ni u jednoj od ispitivanih grupa.  

Evaluacijom razlika u nivoima genske ekspresije adiponektinskih receptora i TNF-α utvrđeni su 

niži nivoi iRNK Adipor1 i TNF-α u PBMC ispitanika sa CRC, dok razlike u genskoj ekspresiji Adipor2 

nije bilo. U nastavku je ispitivana povezanost SNP ADIPOQ (rs266729), SNP ADIPOR1 (rs7539542), 

odnosno SNP TNF-α (rs1800629) i rizika za razvoj CRC. Razlike u distribuciji genotipova između 

CRC i KG nije bilo ni za jedan od navedenih polimorfizama. Dodatno, odstupanje od Hardy-

Weinbergove ravnoteže nije uočeno ni u CRC, ni u KG. U okviru ovog dela istraživanja, ispitivano je i 

postojanje razlika u nivoima genske ekspresije TNF-α, Adipor1 i Adipor2, kao i u koncentracijama 

lipidnih markera i vrednostima ITM u odnosu na određeni genotip definisan na osnovu SNP, zasebno u 

CRC i u KG. Kada je u pitanju SNP ADIPOQ (rs266729), niža ekspresija TNF-α je zabeležena u grupi 

pacijenata sa CG i GG genotipom u poređenju sa CC genotipom, no sa graničnom statističkom 

značajnošću. U slučaju SNP ADIPOR1 (rs7539542), pokazano je da pacijenti sa CG i GG genotipom 

imaju niže koncentracije HDL-h, LDL-h i UH, dok zdravi ispitanici sa istim genotipovima imaju 

povišene nivoe TG. Nivoi genskih ekspresija, lipidni parametri kao i vrednosti ITM se nisu razlikovali 

po genotipu polimorfizma TNF-α (rs1800629), ni u grupi pacijenata sa CRC, ni u grupi zdravih 

ispitanika. Model multivarijante linearne regresione analize je potvrdio uticaj SNP ADIPOQ 

(rs266729) na varijacije nivoa iRNK TNF-α, te je ovaj polimorfizam zajedno sa vrednostima ITM bio 

odgovoran za 9,9 % varijacija u zavisnoj promenljivoj. Sledeći model je pokazao da 16,4 % varijacija u 

koncentraciji LDL-h potiče od SNP ADIPOR1 (rs7539542) i koncentracija TG, dok je model 3 sa 

statistički značajnim kovarijatama SNP ADIPOR1 (rs7539542) i nivoima TG, doveden u vezu sa 26,8 

% varijacija u koncentracijama UH.  In silico analiza GSE44076 baze podataka je ukazala na 

nepromenjene nivoe genske ekspresije Adipor1 u tumoru kolona u odnosu na zdravo tkivo, dok je 

nishodna regulacija genske ekspresije Adipor1 evidentirana u mukozi susednoj tumoru. Suprotno tome, 

nivoi genske ekspresije Adipor2 u mukozi susednoj tumoru su bili uporedivi sa nivoima genske 



ekspresije ovog receptora u zdravim ćelijama, ali su bili viši nego u malignom tkivu. Pored toga, 

rezultati in silico analize su ukazali na snižene nivoe iRNK TNF-α u susednoj mukozi i u samom 

malignom tkivu u poređenju sa zdravim tkivom. GSEA je ukazala na pozivnu korelaciju nivoa genske 

ekspresije Adipor2 i genskih setova prvenstveno vezanih za metaboličke puteve u karcinomu 

(homeostazu holesterola, glikolizu, biosintezu steroida i PPAR signalne puteve), dok je sa druge strane 

protektivna funkcija Adipor1 zabeležena kada je bila u pitanju progresija tumora, i to na osnovu 

negativne korelacije sa TNF-α NF-κB i mechanistic target of rapamycin kinase (MTORC1) signalnim 

putevima. GSEA je takođe pokazala da genska ekspresija Adipor1 negativno korelira sa genskim 

setovima vezanim za miogenezu i epitelno-mezenhimalnu tranziciju (EMT) u normalnoj susednoj 

mukozi. Nasuprot tome, analiza transkriptomskog profila GSE47756 baze podataka nije ukazala na 

razlike u nivoima genskih ekspresija adiponektinskih receptora i TNF-α između PBM pacijenata sa 

CRC i zdravih ispitanika. GSEA analiza je izdvojila Adipor1 kao metabolički aktivan receptor u 

monocitima pacijenata sa CRC s obzirom da je pozitivna relacija uočena između nivoa iRNK Adipor1 i 

genskih setova vezanih za homeostazu holesterola, glikolizu, insulinski signalni put. Dodatno, u 

uzorcima karcinoma, nivoi genske ekspresije Adipor1 su pozitivno korelirali sa genskim setovima 

vezanim za imunu homeostazu, odnosno sa genskim setovima vezanim za signalni put TNF-α NF-κB i 

komponente komplementa.  

Više koncentracije rezistina, sniženi nivoi genske ekspresije rezistina i povišeni nivoi ekspresije 

CAP-1 su uočeni kod pacijenata sa CRC. Odnos plazmatskih koncentracija rezistina i iRNK rezistina je 

bio viši u karcinomu u odnosu na zdrave ispitanike. U okviru klasifikacije pacijenata prema tercilima 

plazmatske koncentracije HDL-h, zabeležen je porast u koncentraciji rezistina u najnižem tercilu u 

odnosu na srednji i gornji tercil. U formiranim podgrupama, uočen je i porast u enzimskoj aktivnosti 

PON-1 u grupi ispitanika koji su pripadali najvišem tercilu u odnosu na najniži tercil. Multivarijantna 

regresija je nakon korekcije za godine, pol, ITM i koncentracije HDL-h i LDL-h pokazala da nivoi 

genske ekspresije CAP-1 nemaju prediktivni značaj, za razliku od koncentracija rezistina. Ispitivanje 

dijagnostičke tačnosti, kako pojedinačnih biomarkera, tako i klastera parametara, je pokazalo vrednosti 

AUC preko 0,7 za sve parametre sem za CAP-1, dok su se po svom dijagnostičkom potencijalu 

posebno izdvojili odnos koncentracija rezistina/iRNK rezistina i kombinacija godina, vrednosti ITM, 

koncentracija  HDL-h, LDL-h i rezistina. Nadalje, analiza razlika u plazmatskim koncentracijama 

rezistina, nivoima ekspresije gena rezistina i CAP-1, kao i ispitivanje razlika u parametrima lipidnog 

statusa, odnosu koncentracija rezistina/iRNK rezistina, aktivnosti PON-1 i vrednostima ITM prema 

genotipu polimorfizma RETN (rs1862513) nije dala statistički značajne rezultate, ni u grupi pacijenata, 

ni u KG. Dodatno, nije bilo razlika u distribuciji genotipova između pacijenata i zdravih ispitanika, niti 

je uočeno odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteže u ispitivanim grupama. 

Uz poštovanje preporuka koje su se ticale postojanja LD između SNP koji ulaze u MDR analizu 

i shodno izostanku ispitanika sa genotipom AA za SNP TNF-α (rs1800629) u grupi pacijenata sa CRC, 

kao i činjenici da modeli sa ADIPOR1 (rs7539542) nisu bili zadovoljavajućih performansi, finalni SNP 

koji su predstavljali konstituente za formiranje interakcionih grafika su bili: SNP RETN (rs1862513), 



SNP ADIPOR1 (rs1342387), SNP IGF1 (rs2946834) i SNP ADIPOQ (rs266729). Razlike u distribuciji 

genotipova navedenih polimorfizama nije bilo. Takođe, odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteže 

nije postojalo ni u jednoj od analiziranih grupa. MDR analizom su se izdvojila dva adekvatna i 

statistički značajna modela za predikciju razvoja CRC. Model 1 je obuhvatao sledeće polimorfizme: 

RETN (rs1862513) i ADIPOR1 (rs1342387) i faktore spoljašnje sredine, poput pušačkog statusa, 

konzumacije alkohola i fizičke aktivnosti ispitanika. Drugi model je obuhvatio iste faktore spoljašnje 

sredine ali i polimorfizam adiponektina i adiponektinskog receptora: ADIPOQ (rs266729) i ADIPOR1 

(rs1342387). Interakcioni grafici su pokazali značajne sinergističke efekte polimorfizama ADIPOR1 

(rs1342387) i RETN (rs1862513), te ADIPOR1 (rs1342387) i ADIPOQ (rs266729). Fruchterman-

Rheingold grafici su ukazali i na značajan sinergizam u interakcijama gena i faktora spoljašnje sredine, 

i to polimorfizama ADIPOR1 i RETN gena i konzumacije alkohola, kao i polimorfizma RETN i 

pušačkog statusa. 

C. Uporedna analiza rezultata iz doktorske disertacije sa podacima iz literature  

 

Poseban problem predstavlja postepen, "neosetan” razvoj ovog karcinoma, s obzirom da od 

početnih ne-kancerogenih proliferacija mukoznih epitelnih ćelija do njihove maligne transformacije 

može proći i do 10-20 godina (1), pri čemu sam tumor ne pokazuje simptome dok ne dostigne veličinu 

od nekoliko cm, te počne da ometa normalnu crevnu pasažu, izaziva bolove u stomaku i krvavu stolicu 

(2). CRC je bolest multifaktorske etiologije, na koju i pored izražene nasledne komponente, u velikoj 

meri utiču životne navike pojedinca, što modifikuje rizik za razvoj maligniteta. Naime, smatra se da se 

16-71% slučajeva nastanka CRC može pripisati promenljivim faktorima rizika (3). Stoga se posebno 

značajnom za razvoj ovog karcinoma može smatrati interakcija urođenih, genetskih činilaca i 

spoljašnjih, promenljivih faktora sredine. Imajući na umu nisku stopu preživljavanja pacijenata sa 

uznapredovalom formom bolesti (2) neophodan je brz razvoj integrativnog laboratorijskog pristupa 

dijagnostici CRC koji bi uključio više parametara značajnih za razvoj karcinoma, a sve u cilju 

poboljšanja trenutno dostupnih skrining, odnosno dijagnostičkih neinvazivnih procedura. U te svrhe se 

u ovom doktoratu predlaže multimarkerski pristup. Ovaj pristup bi najpre obuhvatio markere 

metaboličke i inflamatorne homeostaze, zatim pokazatelje redoks statusa, te medijatore imunog 

odgovora, a sve imajući u vidu značaj ovih procesa za razvoj CRC.  

          Kada je u pitanju metabolički fenotip ćelija sa CRC, na prvom mestu treba naglasiti da ga 

pored anaerobne glikolize i intenzivne glutaminolize odlikuju još i pojačana sinteza masnih kiselina, ali 

i holesterola (4). Danas postoji sve više dokaza o uvećanim potrebama malignih ćelija za holesterolom. 

Štaviše, pokazano je da maligne ćelije osim što koriste holesterol kao gradivnu komponentu membrana, 

dodatno mogu i da ga konvertuju u odgovarajuće metabolite koji dalje služe za aktivaciju signalnih 

puteva vezanih za procese ćelijske diferencijacije i proliferacije (5). Samim tim su holesterol i njegovi 

metaboliti direktno povezani sa rastom i metastaziranjem tumora (5). Stoga se u naučnim krugovima 

intenzivno razmatra primena povišenih koncentracija ukupnog holesterola kao markera rizika za razvoj 

CRC, ali i primena niskih koncentracija holesterola kao indikatora maligne progresije u toku koje 

maligne ćelije intenzivno preuzimaju holesterol iz plazme i utiču na smanjenje njegovih cirkulišućih 



nivoa (6). Ipak, trenutno dostupni rezultati nisu jednoglasni i kreću se od nalaza da su povišeni nivoi 

lipidnih parametara povezani sa metastaziranjem tumora (7), do toga da je nishodno regulisana sinteza 

UH vezana sa preživljavanjem ćelija CRC (8). Slična dilema postoji i kada su u pitanju koncentracije 

LDL-h i TG. Naime Xie i sar. su ukazali na prediktivni značaj visokih koncentracija LDL-h i TG za 

pojavu polipa (9), dok su Hong i sar. (10) ukazali na povezanost niskih koncentracija LDL-h i 

limfovaskularne invazije tumora. Rezultati predstavljeni u sklopu ove disertacije su ukazali na snižene 

koncentracije UH, LDL-h i HDL-h u CRC, što govori u prilog potencijalnog doprinosa dislipidemije 

progresiji bolesti.  

 Promene HDL su posebno zanimljive s obzirom da je ova lipoproteinska čestica zahvaljujući 

svojim strukturnim i funkcionalnim svojstvima postavljena u središte metaboličke, inflamatorne, 

redoks i imune ravnoteže. HDL je i u prethodnim studijama dovođen u vezu sa CRC. Naime, Zhang i 

sar. su ukazali na povišene koncentracije HDL-h u kancerogenom tkivu, u odnosu na parakancerogeno 

(11), dok su prema istraživanju Healy i sar. (12) serumske koncentracije HDL-h bile povezane sa 

širenjem tumora na limfne čvorove. Kod pacijenata sa II i III stadijumom CRC, niže pre-operativne 

koncentracije HDL-h, su bile povezane sa lošijom stopom preživljavanja (13). Više studija je ukazalo i 

na vezu redukovanih nivoa HDL-h i razvoja adenomatoznih polipa (14). Ipak, bez obzira na brojna 

istraživanja u kojima je evaluirana koncentracija HDL-h u CRC, parametri remodelovanja i 

funkcionalnosti HDL čestica do sada nisu ispitivani u okviru ovog maligniteta. Određivanje 

specifičnog lipidnog profila pacijenata sa CRC je podrazumevalo ispitivanje aktivnosti enzima LCAT i 

CETP, kao i određivanje masenih koncentracija CETP. Naime u grupi pacijenata sa karcinomom je 

uočena snižena aktivnost enzima LCAT, povišena aktivnost CETP, uz redukovane nivoe CETP 

proteina. Smatra se da snižena aktivnost LCAT predstavlja potencijalni uzrok poremećaja u sazrevanju 

HDL čestica (15), što za posledicu može da ima i niske koncentracije HDL-h u CRC.  

 U slučaju CETP, studije su dokazale značaj ovog enzima za ćelijsko preuzimanje hoesterola, te 

je zahvaljujući tome ovaj protein prepoznat kao jedan od činilaca kompleksnog razvoja karcinoma 

dojke (16), dok je njegova uloga u CRC do sada ostala neispitana. U ovoj  doktorskoj disertaciji je 

pokazano da bez obzira na redukciju u masenoj koncentraciji CETP, aktivnost enzima ostaje povišena 

u karcinomu, što upućuje na to da male, inače nedovoljno zrele HDL čestice, postaju obogaćene TG 

preuzetim sa drugih cirkulišućih lipoproteina. Na ovaj način, uz sniženu aktivnost LCAT i povišenu 

aktivnost CETP,  narušava se struktura i smanjuje funkcionalni kapacitet HDL čestica (17). Uočeno 

smanjenje u paraoksonaznoj i arilesteraznoj aktivnosti enzima PON-1 u CRC dobro odslikava 

poremećaje  funkcionalnosti HDL čestica. Uloga CETP u povećanju rizika za nastanak 

kardiovaskularnih bolesti je dobro istražena u prethodnim studijama, ali značaj ovog enzima u nastanku 

i razvoju CRC do sada nije ispitivan. Ipak, imajući u vidu doprinos CETP nastanku disfunkcionalnih 

HDL čestica, jasno je da bi rezultati dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji mogli da se tumače u istom 

pravcu. U tom smislu, uočen nezavisni potencijal masene koncentracije CETP u predviđanju rizika za 

nastanak CRC ukazuje na moguću primenu ovog biomarkera u predikciji i prevenciji CRC.  

           U sklopu ispitivanja metaboličkih poremećaja u CRC određivan je IGF1, kao i 

polimorfizam od značaja vezan za IGF1 gen (SNP IGF1 rs2946834) (18). Naime studije su pokazale da 



IGF1 kroz interakciju sa IGF1R promoviše razvoj adenomatoznih polipa (19). Zapravo više studija je 

ukazalo na značajnu povezanost između povišenih koncentracija IGF1 i razvoja CRC, ali i ostalih 

karcinoma. Za IGFB3, koji inače predstavlja glavni vezujući protein IGF1, je pokazano da direktno 

ispoljava antiproliferativne i proapoptotske efekte u ćelijskim linijama CRC (20, 21), dok je nasuprot 

tome IGF1R/Akt/Bcl-xL signalna osa dovedena u vezu sa razvojem agresivnijeg oblika CRC (22). 

Međutim bez obzira na dokaze osnovnih studija, zaključci kliničkih istraživanja o koncentracijama 

IGF1  u CRC nisu usaglašeni, te su pojedine studije isticale značaj povišenih ekspresija IGF1 u CRC 

(23), dok su drugi autori ukazali na postojanje niskih nivoa IGF1 u karcinomu (24). Skorašnje studije 

su uputile i na dijagnostički potencijal koji može da ima recipročna zavisnost IGF1 i E-kadherina, 

uočena u različitim tipovima karcinoma (25, 26). Naime, pokazano je da IGF1 može da doprinese 

razvoju agresivnijeg tipa karcinoma preko uticaja na migraciju ćeliju kroz regulisanje E-kadherin/β 

katenin kompleksa, te je važno ispitati značaj oba markera za CRC (27). E-kadherin, kao jedan od 

glavnih proteina EMT, predstavlja jedan od najvažnijih pokazatelja razvoja metastaza tumora (28). 

Ipak, iako je redukovana ekspresija E-kadherina bila povezivana sa uznapredovalim CRC (29), pojedini 

autori su isticali povišene koncentracije solubilne forme ovog proteina u tumoru kolorektuma (30). 

Utvrđeno je da nivoi solubilnog E-kadherina rastu u odnosu na progresiju bolesti (31). Dodatno, 

pokazano je da je uloga E-kadherina u očuvanju epitelne homeostaze, otežana u inflamaciji, što može 

biti od posebnog značaja za CRC, s obzirom da inflamatorni procesi predstavljaju jednu od glavnih 

odlika maligniteta (32). Samim tim može se reći da E-kadherin, kao parametar predstavlja sponu dva 

procesa: inflamacije i EMT. Shodno svemu navedenom u ovom istraživanju su analizirane razlike u 

koncentracijama IGF1 i E-kadherina kod pacijenata sa CRC i zdravih ispitanika, te je procenjivan 

njihov dijagnostički potencijal. Prema dobijenim rezultatima, niže koncentracije IGF1 su uočene u 

CRC, zajedno sa višim nivoima E-kadherina. Postavljena je hipoteza da su niske vrednosti IGF1 u 

studiji verovatno posledica  kaheksije ispitanika. Iako u istraživanju nije procenjivan stepen kaheksije, 

naglašeno je da je veliki procenat ispitanika imao ITM <25 kg/m 
2 

. Dodatno, poznato je da je kaheksija 

praćena narušenom funkcijom jetre (33) koja je glavno mesto sinteze IGF1. U prilog ovog zaključka 

govore i niske koncentracije ukupnih proteina i albumina uočene u grupi pacijenata sa CRC.  

S druge strane, ranije je utvrđeno je da proteolizom intaktnog molekula E-kadherina nastaje 

solubilni fragment (30) što je u skladu sa rezultatima dobijenim u ovoj doktorskoj tezi. Dodatno, nisu 

utvrđene razlike u koncentracijama E-kadherina u odnosu na pol, vrednosti ITM, ili istovremeno 

prisustvo dijabetesa, te se može zaključiti da E-kadherin predstavlja stabilan marker CRC. Razlike nisu 

uočene ni kada se radilo o lokalizaciji tumora, podeli na osnovu stadijuma ili gradusa tumora. Pored 

studija koje su utvrdile da je smanjena ekspresija E-kadherina povezana sa agresivnijim oblikom 

bolesti (34) i lošijom prognozom (35), rađena je i studija koja je pokazala da nema razlika u 

koncentracijama E-kadherina u odnosu na stadijum ili gradus CRC, što je u skladu sa predstavljenim 

rezultatima (36).  

Ispitivanje prognostičkog potencijal E-kadherina i IGF-1 je pokazalo da i nakon korekcije za 

vrednosti ITM, starost i pol ispitanika, oba parametra ostaju statistički značajno povezana sa rizikom za 

razvoj CRC, s tim da bi se E-kadherin mogao pre posmatrati kao biomarker prisustva CRC, nezavisno 



od stadijuma ili gradusa maligniteta, dok bi se IGF1 više mogao koristiti za predviđanje pojave 

uznapredovale forme CRC. Ispitivanje dijagnostičke tačnosti je ukazalo na poseban značaj E-kadherina 

kao potencijalnog biomarkera CRC, s obzirom na visoku vrednost AUC dobijenu ROC analizom ovog 

parametra. Dodatno, pokazano je i da AUC vrednost u slučaju kombinovanog određivanja IGF-1 i E-

kadherina nije značajno poboljšana u odnosu na AUC samog E-kadherina, te ovo ukazuje da bi E-

kadherin mogao imati prednosti u odnosu na IGF1, odnosno da predstavlja bolji dijagnostički marker. 

Ispitivanjem polimorfizma IGF1 (rs2946834), pokazano je da razlika u distribuciji genotipova 

između pacijenata i kontrola ne postoji. Dodatno, masene koncentracije IGF1, E-kadherina, vrednosti 

ITM i lipidnih parametara se nisu razlikovale prema genotipu polimorfizma IGF1 (rs2946834) niti u 

CRC, niti u KG. Naime, prethodne studije su istakle povezanost ovog polimorfizma sa promenama  u 

koncentraciji cirkulišućeg IGF1, ali i sa lošijom stopom preživljavanja u CRC (37, 38). U disertaciji 

ove relacije nisu uočene, što bi se moglo pripisati i relativno maloj veličini uzorka u istraživanju.  

Više studija je ukazalo na vezu adiponektina, odnosno adiponektinskih receptora sa razvojem 

CRC (39). Naime, pokazani su viši nivoi genske i proteinske ekspresije adiponektinskih receptora kod 

pacijenata sa tumorom kolona (40), ali je uočeno i da sa napredovanjem T stadijuma tumora, stepen 

imunohemijskog bojenja na adiponektinske receptore opada (41). S obzirom da su metabolički efekti 

adiponektina u malignim bolestima u velikoj meri razjašnjeni, ali i dominantno ispitani u malignom 

tkivu, a ne u plazmi, ovo istraživanje je imalo za cilj sticanje uvida u izmene parametara metabolizma 

adiponektina korišćenjem lako dostupnih PBMC. Imajući u vidu značaj adiponektina za polarizaciju i 

plastičnost monocita/makrofaga (42) jasno je zašto se sve više studija okreće ka istraživanju njegovih 

imunomodulatornih efekata. Naime poznato je da adiponektin potiskuje aktivaciju M1 makrofaga i 

pomera ravnotežu ka razvoju antiinflamatornog M2 fenotipa (43). Pretpostavlja se da vezivanje 

adiponektina za receptor Adipor1 doprinosi modulaciji imunog odgovora, te je istaknuta veza ovog 

receptora sa nishodnom regulacijom NF-κB proinflamatorne kaskade, dok su efekti posredovani 

Adipor2 vezivani mahom za polarizaciju makrofaga ka M2 subpopulaciji (43). Pored navedenog, jasno 

je i da polimorfizmi adiponektina, odnosno adiponektinskih receptora mogu imati važnu ulogu u 

pravilnom ispoljavanju zaštitnih metaboličkih, ali i imunoloških efekata adiponektina, te samim tim ovi 

parametri mogu naći i kliničku primenu, pogotovo u kompleksnim stanjima poput CRC. U te svrhe u 

okviru ove teze istraživani SNP ADIPOQ (rs266729) i SNP ADIPOR1 (rs7539542, rs1342387). 

Određivanje nivoa ekspresija gena je vršeno iz PBMC, sa namerom da se uvaži važan postulat 

savremene medicine o neinvazivnosti primenjenih dijagnostičkih procedura. Takođe, u ovoj doktorskoj 

disertaciji posebno je istaknuta povezanost adiponektinskih receptora i TNF-α kao imunološkog 

medijatora. Prethodne studije dale su oprečne rezultate u vezi sa ulogom TNF-α  u nastanku malignih 

bolesti, te postoje dokazi o TNF-α posredovanoj aktivaciji NF-κB-aktivator protein 1 signalne kaskade 

koja doprinosi preživljavanju i proliferaciji malignih ćelija (44), dok je s druge strane TNF-α prepoznat 

i kao aktivator citotoksičnih T limfocita, odnosno tumor-infiltrirajućih makrofaga (45). Dok je 

povezanost adiponektina i TNF-α već detaljno opisana, podataka o vezi između TNF-α i 

adiponektinskih receptora ima veoma malo, pogotovo u CRC. Naime, pokazano je da se protektivni 

efekti adiponektina, posredovani redukcijom inflamatornog odgovora TNF-α, mogu ostvariti preko 



Adipor-1 zavisne aktivacije, u endotelnim ćelijam pupčane vene (46), ali ovaj odnos nije ispitivan u 

CRC.  

U ovom istraživanju uočeni su niži nivoi genske ekspresije Adipor1 i TNF-α u PBMC 

pacijenata sa CRC, dok razlike u nivoima ekspresije Adipor2 nije bilo. Ovakav interesantan 

nekoherentan obrazac adiponektinske ekspresije je uočen i prilikom in silico analize GSE44076 baze 

podataka, te su niži nivoi iRNK Adipor2 i povišeni nivoi iRNK Adipor1 nađeni u tumorskom tkivu u 

odnosu na mukozu susednu tumoru. Isto tako niži nivoi genske ekspresije Adipor2 su detektovani u 

malignom tkivu prilikom poređenja sa potpuno zdravom mukozom, dok razlike u nivoima ekspresije 

Adipor1 nije bilo. Transkriptomski profil dobijen poređenjem zdrave mukoze i mukoze susedne tumoru 

se najbolje slagao sa stanjem uočenim u PBMC, odnosno niži nivoi genske ekspresije Adipor1 su 

evidentirani u tumor-susednoj mukozi, dok se nivoi Adipor2 nisu razlikovali u odnosu na zdravo tkivo. 

Neki od predloženih uzročnika dominacije jedne od formi receptora su varijacije u koncentracijama 

adiponektina, te uticaj proteina na ekspresiju sopstvenih receptora (47), kao i reverzni efekat, odnosno 

uticaj polarizacije makrofaga na ekspresiju Adipor1 i Adipor2 (47). Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji 

su bili u saglasnosti i sa ranijim literaturnim navodima o redukovanoj ekspresiji Adipor1 kad pacijenata 

sa uznapredovalim karcinomom (48), s obzirom da je kod visokog procenta ispitanika sa CRC bolest 

uznapredovala. Postavljena je i hipoteza o produženom i pojačanom inflamatornom odgovoru usled 

sniženih nivoa ekspesije Adipor1 u PBMC ispitanika sa CRC, shodno rezultatima studija na 

životinjskim modelima (49). Slaganje opservacionih i in silico rezultata dobijenih u ovoj tezi je 

postojalo i kada se radilo o ekspresiji TNF-α, s obzirom da su niži nivoi iRNK ovog imunološkog 

medijatora zabeleženi kada su tumorsko tkivo, ali i tumor-susedna mukoza upoređivani sa zdravim 

tkivom. Interesantno je da su Ganapathi i sar. (50) naveli mikrosatelitsku nestabilnost kao jedan od 

uzročnika nižih ekspresija TNF-α u PBMC pacijenata sa CRC. Prethodne studije opisuju ulogu TNF-α 

u CRC kao dualnu, te su se mogle naći studije koje su na različite načine apostrofirale značaj viših 

nivoa ekspresije TNF-α  za razvoj CRC (51, 52). 

Drugi deo in silico ispitivanja koji je podrazumevao GSEA je ukazao na veći značaj Adipor2  

za  metabolizam u malignom tkivu (GSE44076), dok je uloga Adipor1 naglašena kao protektivna 

shodno negativnoj korelaciji nivoa genske ekspresije ovog receptora i genskih setova TNF-α NF-κB i 

mechanistic target of rapamycin kinase (MTORC1). Naime prethodne studije su istakle značaj tumor-

infiltrirajućih leukocita u modulaciji ćelijskog rasta i preživljavanju malignih ćelija CRC upravo kroz 

aktivaciju kaskada signalnog transduktora i aktivatora transkripcije 3 (STAT3) i NF-kB (53). TNF-α je 

ovde posebno naglašen kao jedan od glavnih citokina odgovornih za efekte posredovane NF-kB 

signalizacijom (53). Samim tim negativna relacija Adipor1-TNF-α NF-κB uočena u GSEA se može 

smatrati posebno bitnom za razvoj CRC. Studije su takođe pokazale da aktivacijom adenozin-

monofosfat-aktivirane protein kinaze, adiponektin zapravo suprimira mammalian target of rapamycin 

(mTOR) signalizaciju, te na taj način sprečava i rast ćelija CRC (54). Nadalje, antineoplastični efekti 

adiponektina posredovani Adipor1 su istaknuti i kroz negativnu korelaciju genske ekspresije Adipor1 i 

miogeneze odnosno EMT u tumor susednoj mukozi. Nasuprot tome GSEA druge baze podataka 

(GSE47756) je pokazala da je u PBM pacijenata sa karcinomom, Adipor1 taj koji je zapravo 



metabolički aktivan, dok je zapažena i iznenađujuća pozitivna relacija nivoa iRNK Adipor1 i TNF-α 

NF-κB signalne kaskade. Ipak ovi rezultati su bili bazirani samo na ispitivanju populacije monocita, te 

bi pre konačnog zaključka o vezi Adipor1-TNF-α, trebalo razmotriti i druge subpopulacije leukocita 

preko kojih adiponektin takođe ostvaruje imunomodulatorne efekte (43). 

Kada se radilo o polimorfizmima, ni za SNP ADIPOQ (rs266729), ADIPOR1 (rs7539542) ili 

TNF-α (rs1800629) nije pokazana veza sa CRC, odnosno nije uočena razlika u zastupljenosti 

genotipova između pacijenata i kontrola. Iznenađujuće SNP ADIPOQ (rs266729), zapravo kombinacija 

CG i GG genotipova ovog polimorfizma je pokazala povezanost sa nivoima genske ekspresije TNF-α u 

CRC, iako sa graničnom statističkom značajnošću. Ova relacija je dodatno potvđena rezultatima 

linearne regresije. Studija Divella i sar. (55) je takođe ukazala na povezanost ADIPOQ (rs266729) i 

TNF-α. Zapravo pokazano je da nosioci CG i GG genotipova imaju više koncentracije TNF-α i niže 

koncentracije cirkulišućeg adiponektina (55). Ovi rezultati potvrđuju vezu adiponektinske i imune 

homeostaze, ostvarene preko promena u nivou genske ekspresije ili koncentracija TNF-α. Kada je bio u 

pitanju sledeći polimorfizam od interesa ADIPOR1 (rs7539542) na isti način je uočeno da su CG i GG 

genotipovi bili povezani sa promenama u koncentracijama lipida. Rezultati multivarijantne linearne 

regresije su ukazali na značaj kombinacije SNP ADIPOR1 (rs7539542) i koncentracija TG za 

objašnjenje 16,4 % varijacija u koncentracijama LDL-h, odnosno 26,8% varijacija u koncentracijama 

UH. Inače veza ovog polimorfizma i UH je već dokazana u ranijim studijama, ali u okviru subkliničkih 

kardiovaskularnih bolesti, dok ovaj tip relacije nije prijavljivan u malignim bolestima (56). S druge 

strane polimorfizam TNF-α (rs1800629) nije mogao da se dovede u vezu niti sa promenama u nivoima 

genske ekspresije adiponektinskih receptora ili samog TNF-α, niti sa vrednostima ITM, odnosno sa 

lipidnim pokazateljima ni u jednoj od ispitivanih grupa (CRC ili KG). Ipak meta analiza je ukazala na 

veći značaj ovog polimorfizma za razvoj CRC kada je u bila u pitanju azijska populacija, dok isto nije 

važilo za belu rasu, te se ovo poklapa sa rezultatima prikazanog istraživanja (57).  

Važan segment ove doktorske disertacije činilo je ispitivanje značaja rezistina kao biomarkera 

CRC. Studije su već pokazale da su povišene vrednosti rezistina bile u vezi sa većim rizikom za razvoj 

CRC (58). Povezanost rezistina sa inflamacijom je jasno potvrđena, ali do sada nije ispitivana veza 

ovog markera i dislipidemije koja uobičajeno prati CRC. U tom smislu, rezistin se može posmatrati kao 

jedan od parametara koji predstavlja sponu inflamacije, dislipidemije i karcinogeneze. U ove svrhe 

analizirana je relacija rezistina i HDL-h odnosno posredna veza rezistina i paraoksonazne aktivnosti 

enzima PON-1, te su na kraju formirani i odgovarajući klasteri biomarkera. Inače studije na 

životinjskim modelima su već predložile mehanizam prema kome HDL čestice interakcijom sa 

oksidovanim LDL smanjuju količinu slobodnog holesterola, kao i stres endoplazmatskog retikuluma, 

usled čega dolazi do redukcije sekrecije rezistina (59). U skladu s tim, niži nivoi HDL-h, kao i 

umanjena funkcionalnost  čestica kod pacijenata sa CRC bi mogli uticati na sposobnost ovog 

lipoproteina da redukuje sekreciju rezistina. Ovakav zaključak je usaglašen sa porastom koncentracije 

rezistina u najnižem tercilu koncentracija HDL-h kod ispitanika sa CRC, što je uočeno u ovoj 

disertaciji.  



U okviru ispitivanja značaja rezistina za razvoj CRC, podvlači se interakcija ovog proteina sa 

novootkrivenim receptorom CAP-1. Naime, poznato je da PBMC predstavljaju važan izvor rezistina, 

dok je paralelno dokazana visoka zastupljenost CAP-1 u koštanoj srži i u PBMC (60, 61). Zbog svega 

navedenog, bilo je značajno ispitati obrazac interakcije protein-receptor i u ovom istraživanju, s 

obzirom da su slične studije retke, a da ih u CRC uopšte nije ni bilo. Prethodno je pokazano da 

vezivanje rezistina za CAP-1 rezultuje pojačanom aktivacijom protein kinaze A i NF-κB signalnog 

puta, što ima za posledicu produkciju proinflamatornih citokina (61). Ovome treba pridodati i značaj 

koji polimorfizam RETN (rs1862513) kao jedan od najčešćih genetskih diverziteta može da ima ne 

samo na nivoe genske ekspresije rezistina i koncentraciju cirkulišućeg proteina, već i na interakciju sa 

receptorom. Dodatno, više studija je istaklo vezu ovog polimorfizma i CRC (62). Rezultati ove 

disertacije su ukazali na postojanje viših koncentracija rezistina, sniženih nivoa genske ekspresije 

rezistina i ushodno regulisanu ekspresiju CAP-1 kod pacijenata sa CRC. Uočeni trend visokih 

koncentracija rezistina i visokih nivoa iRNK CAP-1 sugeriše njihovu potencijalnu interakciju u CRC. 

Studije su već ukazale na značaj CAP-1 za razvoj i progresiju karcinoma. Naime, pokazana je 

povezanost prekomerne genske ekspresije CAP-1 u tkivima i niže stope preživljavanja kod karcinoma 

dojki i ovarijuma (63). Dodatno je naglašeno da ovaj protein predstavlja bitan medijator invazivnosti 

karcinoma, upravo zbog svoje uloge u vezivanju aktina (63, 64).  U tom smislu, ispitivanje interakcije 

rezistin-CAP-1 u CRC predstavlja značajan doprinos prethodnim istraživanjima u ovoj oblasti. 

Rezultati ove disertacije nisu ukazali na povezanost polimorfizma RETN (rs1862513) sa rizikom za 

razvoj CRC, niti sa bilo kojim od određivanih parametara, što opet može biti posledica malog uzorka. 

Neočekivan rezultat su predstavljale visoke koncentracije rezistina kod pacijenata sa CRC, 

paralelno sa nishodno-regulisanom genskom ekspresijom. Međutim objašnjenje za ovakav rezultat 

može da se potraži u činjenici da iako PBMC predstavljaju važan izvor rezistina (60), smatra se da 

veliki deo ovog proteina može da potiče i iz tumor-infiltrirajućih makrofaga (65). Svakako da PBMC 

svojom produkcijom doprinose plazmatskim nivoima rezistina, ali se naglašava da one nisu njegov 

jedini i najvažniji izvor u CRC. Dodatno, odnos koncentracija rezistina/iRNK rezistina se pokazao 

izuzetno dobrim prediktivnim faktorom, s obzirom da su vrednosti ovog parametra bile izrazito 

povišene u CRC  u poređenju sa kontrolom, kao i da je ROC analiza ukazala na visoku dijagnostičku 

tačnost ovog izvedenog parametra. Takođe, finalna ROC analiza više različitih klastera parametara je 

još jednom istakla značaj multimarkerskih modela za predviđanje prisustva CRC, te dala prednost 

multimarkerskom modelu u odnosu na pojedinačne biomarkere. 

D. Zaključak - obrazloženje naučnog doprinosa doktorske disertacije 

 

Savremena medicina teži ka razvoju novih dijagnostičkih i prognostičkih alata u svrhe ranog 

otkrivanja, prevencije i tretmana bolesti, posebno onih sa velikom globalnom učestalošću. Maligne 

bolesti se nalaze među najvećim pretnjama globalnom zdravlju, a CRC se nalazi na trećem mestu po 

incidenci, odmah nakon karcinoma pluća i karcinoma dojke. Međutim, osnovna dijagnostička tehnika 



kod CRC je visoko invazivna kolonoskopija, dok još uvek nema dovoljno specifičnih i osetljivih, a 

neinvazivnih i lako dostupnih markera za ranu detekciju ovog stanja. 

 U ovoj doktorskoj disertaciji primenjen je inovativni pristup prema kojem se potencijalni 

biomarkeri CRC analiziraju primenom nekoliko metodoloških aspekata: određivanje plazmatske 

koncentracije proteina, njegove genske ekspresije, te ekspresije odgovarajućeg receptora u PBMC, uz  

ispitivanje SNP od interesa. PBMC su izabrane kao materijal za genetske analize, pre svega imajući u 

vidu dostupnost uzorka, što je u skladu sa osnovnim ciljem da se detektuju minimalno invazivni 

biomarkeri. Rutinsko određivanje koncentracija proteina dopunjeno određivanjem nivoa genske 

ekspresije, sem boljih prediktivnih i dijagnostičkih karakteristika, sa sobom nosi i relevantnu 

informaciju o mogućim posttranskripcionim, odnosno posttranslacionim izmenama, te uticaju mutacija 

i epigenetske varijabilnosti, koji se svakako mogu odraziti i na finalne koncentracije analita od interesa. 

Ovakav pristup u dijagnostici otvara i mogućnosti za razvoj novih, personalizovanih terapijskih 

strategija. 

S druge strane, u istraživanju je primenjeno i povezivanje biomarkera pojedinačnih patoloških 

procesa koji prate karcinogenezu u integrisane panele, radi obezbeđivanja većeg prediktivnog i 

dijagnostičkog potencijala. Na taj način su objedinjeni istraživački rezultati i postavljene osnove za 

njihovu moguću praktičnu primenu u kliničko-laboratorijskoj praksi. U studiji su u sklopu 

multimarkerskih modela identifikovani nezavisni prediktori razvoja CRC koji do sada nisu bili 

ispitivani. Dodatno je pokazano da klasteri strukturno sličnih i funkcionalno povezanih parametara 

imaju ili veoma dobru, ili čak odličnu dijagnostičku tačnost. Naročito treba istaći da je utvrđen 

prediktivni i dijagnostički značaj različitih indikatora strukturnih i funkcionalnih promena HDL čestica, 

kao i njihovih kombinacija sa markerima inflamacije i oksidativnog stresa. Naime, iako je 

koncentracija HDL-h često analizirana kod pacijenata sa CRC, dosadašnje studije nisu u velikoj meri 

ispitivale kvalitativne karakteristike ovog lipoproteina. Međutim, s obzirom da se pokazatelji 

narušenog metabolizma HDL relativno jednostavno određuju iz uzoraka krvi, ovi biomarkeri mogu 

imati veliki značaj u neinvazivnoj dijagnostici i proceni rizika za nastanak oboljenja. 

Dodatni značaj ovoj tezi daje i procena povezanosti poremećaja metaboličke i imune ravnoteže 

kod pacijenata sa CRC, koja je realizovana uporednim izvođenjem opservacione studije i in silico 

ispitivanja nivoa ekspresije adiponektinskih receptora  i TNF-α u tkivu i u krvi. Ujedno ovo je jedna od 

retkih studija koja je ispitala značaj gensko-genske interakcije, kao i interakcija polimorfizama i faktora 

spoljašnje sredine za razvoj CRC. 
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F. Mišljenje i predlog  

Na osnovu svega izloženog smatramo da ova doktorska disertacija predstavlja originalni, 

značajni naučni doprinos za oblast medicinske biohemije. Istraživanje nezavisnog prediktivnog i 



dijagnostičkog potencijala pojedinačnih, ali i kombinovanih biomarkera dislipidemije, inflamacije i 

imunološkog statusa predstavlja deo inovativnog multimarkerskog pristupa koji može da doprinese 

boljem razumevanju etiopatogeneze CRC, ali i da nađe primenu u rutinskoj laboratorijskoj dijagnostici. 

Rezultati ove doktorske disertacije su publikovani u četiri rada u međunarodnim časopisima kategorije 

M21 (tri rada) i M22. Stoga predlažemo Nastavno-naučnom Veću Farmaceutskog fakulteta 

Univerziteta u Beogradu da prihvati ovaj izveštaj i uputi ga Veću naučnih oblasti medicinskih nauka, 

radi dobijanja saglasnosti za javnu odbranu doktorske disertacije pod nazivom " Ispitivanje 

prediktivnog i dijagnostičkog značaja pojedinačnih i kombinovanih biomarkera lipidnog statusa i 

inflamacije kod pacijenata sa kolorektalnim karcinomom", kandidata magistra farmacije-medicinskog 

biohemičara Marije Mihajlović. 
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