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CAKETAK

Pa3Boj komopekranHor kapuuHoMma (CRC) je moaesbeH je y HeKoauKo ¢aza, o] HopMaTHe
CJIy3HHIIE JI0 aJICHOMa M MHBA3UBHOT KapIIMHOMA. Y PYTHHCKOM JIMjarHOCTUYKOM pPady
O]l W3Y3eTHOT je 3Hauaja TayHa [WjarHo3a KOJIOPEKTAJHOr aJeHOMa, aJieHoMa ca
nceynonnBasujoM u CRC, mro omoryhasa n360p ontuManHor TperMana. EHI0CKONCKO
VKJIamkambe je n300p Jeuema aJeHoMa | aJicHOMa ca MCeYJA0UMHBA3H]OM, jep OBE JIe3Hje He
Jajy MeracTase u Huje norpebaH qogatHu xupypuku tpermad. CymporHo Tome, CRC,
yKJbY4yjynthu pane cragujyme (MaJMTHU aJICHOMH), MOTY METacTa3upaTH, 3aTo j& O]l
3Ha4yaja MOCTAaBUTH TAa4yHy IWjarHo3y W MPOLEHUTH PHU3HMK 3a Mporpec O0JIeCTH U MO
noTpedu J0AATHO JICUNTH OBE MaIUjeHTe- peceKirja 1e0eor upeBa. Y IpKoc Mpenu3HoM
MHUKPOCKOIICKOM HCTpaKMBamy XHUCTOJIOIIKMX IIpenapaTra, HHje yBEK Moryihe
pa3IMKOBATH Pa3IMUUTE JIe3Hje.

Enurenno-mesenxumanna tpansuiyja (EMT) ce mojaBuina kao Moryihu MexaHu3aMm y
pa3Bojy CRC-a, aimu unpopmanuje o EMT-y, Hapouuto y panum (azama pazpoja CRC-
a, cy ockyare. [Iperxonne cryauje cy mokasaine jaa cy Heke Mukpo RNK (amp. miR-141,
miR-200a / b / ¢ © miR-429) no6pu mapkepu EMT-a.

Hama crynuja je oOyxBaTuia y3opke 62 nanujenta (10 anenoma u 30 ciryuajeBa CRC ca
onroeapajyhom HopMmanHoM ciy3HuIoM, 10 manurHux aaeHoma u 12 ajmeHoma ca
nceynonnBasujom). Excnpecruja miR-141, miR-200a / b/ ¢ u miR-429 u muxoBHUX
nmwbHEX TeHa (CDKNIB, ONECUT2, PTPNI13, RND3, SOX2, TGFB2 u ZEB2)
aHanmu3upana je momouhy kBantutatuBHe PCR y peamnom Bpemeny. Ekcrpecuja E-
KaJXepruHa aHaJIM3UpaHa je MPUMEHOM UMYHOXHCTOXEMHU]E.

Cse miRNK cy CHWXCHH M HUXOBHU IIHJBHH T€HU CY MOKA3aJM CYNPOTHY €KCIPECH]Y Y
CRC y nopehemy ca anenomom. [Ipumenthena je cHmkeHa perynaiuja nopoauie miR-
200 Ha wHBa3MBHOM (pOHTY y mopehemy ca LEHTpalIHUM JeloM TymMOpa, Kao U
kopenanja excrnpecuje miR200b, CDKNI1B, ONECUT2 u ZEB2 ca HomamHum
MeTacrazama. M3paxaBame nopomuiie miR-200 u SOX2 Takohe je y xopenamuju ca
pe3yiaTaToM UMyHOXHCTOXeMHjcKor Oojera Ha E-kanxepuH. [lopen tora, npumehena je
U CHIKeHa perynanuja nopoauue miR-200 u PTPN13, kao u nosehana perynainuja
CDKNIB y panom kapuuHomMy Yy mopehemy ca ageHOMHMa M aJleHOMHMa ca
NICEY/JOUHBA3U)OM.

OBu pesynratu cyrepuiry na nopoauna miR-200 1 BUXOBU IIUJBHU T€HHU JTOMPUHOCE
nporpecuju ageHoma y CRC, uMHBa3uBHHUM CBOJCTBMMAa M pa3Bojy MeTacTaza. Hamum
pe3yiITaTH CHAXXHO IOJPKaBajy MNpeTHocTaB/beHe Xxumorede o aenuMuyHoM EMT wu
YHYTapTyMopckoj xeteporeHoctu TokoM CRC kaHueporenese.

KibyuHe pedu: KOJOpPEKTaTIHU aJ€HOM, KOJOPEKTAHU KapLUUHOM, aJIeHOM ca
TICEeyIOMHBA31jOM, METAcTa3e, XETEPOreHOCT YHYTap TyMOpa, CMUTEITHO-ME3EHXUMHA
TpaH3uiyja, nopoauna miR-200, HUIbHU TeHU.



ABSTRACT

The development of colorectal carcinoma (CRC) is divided in several stages, from normal
mucosa to adenoma and invasive carcinoma. In routine diagnostic work, the correct diagnosis
of colorectal adenoma, adenoma with epithelial misplacement and CRC is of utmost
importance, enabling to choose the optimal treatment. Endoscopic removal is the treatment
of choice for adenomas and adenomas with epithelial misplacement, since these lesions do
not metastasize and additional surgical treatment is not necessary. In contrast, CRC including
early stages (malignant adenomas) are capable to metastasize. It is important to make the
correct diagnosis and to evaluate the risk for metastases and additionally treat these patients
with surgical removal of the colon if needed. Despite meticulous microscopic investigation
of histological slides, it is not always possible to distinguish between various lesions.
Epithelial-mesenchymal transition (EMT) has emerged as a possible mechanism in the
development of CRC, but the information on EMT particularly in early stages of CRC
development is missing. Previous studies have demonstrated some micro RNAs (e.g., miR-
141, miR-200a/b/c and miR-429) to be good markers of EMT.

Our study included formalin-fixed paraffin-embedded biopsy samples of 62 patients (10
adenomas and 30 cases of CRC with corresponding normal mucosa, 10 malignant adenomas,
and 12 adenomas with pseudoinvasion). Expression of miR-141, miR-200a/b/c and miR-429
and their target genes (CDKNIB, ONECUT2, PTPNI13, RND3, SOX2, TGFB2 and ZEB2) was
analysed using quantitative real-time PCR. Expression of E-cadherin was analysed using
immunohistochemistry.

All miRNAs were down-regulated and their target genes showed the opposite expression in
CRC compared to adenoma. Down-regulation of the miR-200 family at the invasive front in
comparison to the central part of tumour was observed as well as a correlation of expression
of the miR200b, CDKN1B, ONECUT?2 and ZEB?2 to nodal metastases. Expression of the miR-
200 family and SOX2 also correlated with E-cadherin staining. In addition, down-regulation
of the miR-200 family and PTPNI3 and upregulation of CDKNIB in early carcinoma
compared to adenomas and adenomas with epithelial misplacement was observed.

These results suggest that the miR-200 family and their target genes contribute to progression
of adenoma to CRC, invasive properties and development of metastases. Our results strongly
support the postulated hypotheses of partial EMT and intra-tumour heterogeneity during CRC
cancerogenesis.

Keywords: colorectal adenoma, colorectal carcinoma,adenoma with epithelial
misplacement, metastases, intra-tumour heterogeneity, epithelial-mesenchymal transition,
miR-200 family, target genes 4
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1 KoJopekTajinu aJeHOKAPIHHOM

Komnopexranau anenokapiuaom (CRC) je xeTreporena rpyra Tymopa Koja ImoTude
u3 enutena nedenor npea. [Ipencrasiba Buie o1 90% cBUX KOJIOPEKTATHUX MaJTUTHUX
Heorutazmu. Ca BHILE O] MIWIMOH HOBUX JHMjarHOCTHKOBAHUX cirydajeBa roaumime, CRC
je Tpehu Hajuemrhn KapuUUHOMY CBETY M JPYI'M Hajuemhd y3poOK CMPTH IOBE3aH ca
MaJMrHoM HeorutazmoM (1). MHuuaennyja pacte ca roarHama H, IpemMa CTaTUCKUYKHM
noJalymMa, IpeTIocTaBba Ce 1a U MYIIKapIy U keHe uMajy 4,3% pusuka of pa3Boja
CRC-a (2). Nako mocroje m3y3enu 3a IMOjeJAMHIIC ca T€HETCKOM IMPEAMCIO3UIIN]OM U
HEKUM TpeAucrnoHupajyhum cramuma (Ha npumep ynanHa Oonect upesa; engl. IBD),
pusuk ox nojaBe CRC-a npe 40. roiuHe MPUIMYHO j€ HU3AK.

bynyhu na ce mporrosa u Tepanuja pa3imKyjy o1 CIy4aja JIo ciiyvaja U Ja yriIaBHOM
3aBUCE O] CTajMjyma, nujarHoctukoBambe CRC-a y paHoj ¢asu je KIbydHO.YTPKOC
YUIBCHUIM J]a TpOrpaMH CKPUHWHTA 3HAYajHO TOO0OJBIIABAjy OIINTH OICTaHAK,
MOPTaIUTET je U najbe BuCcOK, Te¢ CRC u masbe mpexacraBipa onrepeheme 3a ri1o0anHo
jaBHO 37paBJbe (2).

1.1  Kanueporenesa

Pa3Boj CRC-a je nyropouan u Bumeunad npoiec. Benuka Behuna CRC-a (70% —
80%) je ciopaguyna. Jlo cajga HHMje TOKA3aHO /1a HEKH crienu(ruyaH eTHONOMKHU (HaKTop
uMa 3HavajaH yTulaj Ha kapuuHoreHesy CRC-a, anu mocTtoje MHIUKaIHje 0 HEKOJIUKO
acriekara Koju MOry OUTH YKJby4€HH, Ka0 Ha IpPUMEp IMyILIeme, IpexpaMOeHe HaBHKeE,
crapoct, (u3Myka akTUBHOCT UTA. Y Hampenuum ¢azama, CRC wMeracrasupa 1o
peruoHaNHuX JUM(HHUX YBOPOBA, JeTpe U Ipyrux opraHa. Moaen kapunHoreneze CRC-
a mpeacrasuo je Bonrecrenmn (engl. Vogelstein B.) (3). CRC pa3Buja ce y HEKOJIHKO
KOpaka, O] HOpMajHe CIYy3HHUIE /0 aJeHOMa M, TOCJIEINYHO, A0 KapIWHOMA, Kao
pe3yiTaT MyTallMOHE aKTHBAllMje OHKOTeHa, 3ajeHO ca MYTAllMOHOM WHAKTHBAll]jOM
reHa 3a cy30ujame TyMopa. AKymyrnalrja OpojHUX FeHEeTCKUX MyTallija U eMUTreHeTCKUX
IpoMeHa MOTpeOHa je 3a IMOKpeTame KaHIEpOreHe NpOorpecuje Kpo3 MPOrpecHBHU
¢ynkunonanHu nopemehaj rena 3a cynpecujy Tymopa u oHkoreHa. Ha xpajy, To noBoau
0 HEKOHTpoJimcaHe henujcke mponudepanuje U nopemehenor hemujckor nukiIyca.
Cruname TeHOMCKE HEeCTaOMIIHOCTH TOoce0Ha je KapaKTepUCTHKA TyMOPHUTEHe3e, a Y
KOJIOPEKTAIHO] ~KapIMHOTEHE3W II0CTOje€ TPH pa3JInyWTa IIyTa: XpPOMO30MCKa
HecrtabmwiHoct win CIN, mmukpocarenurcka HectabuimHocT uinu MSI u ®denorun
metunanuje octpsa CpG unu CIMP; on koju je CIN Hajuemthu (75% — 85%) (4 — 7). Kao
MOTEHIIMjaTHI MeXaHW3aM ToBe3aH ca pa3BojeM u mporpecujom CRC-a, takohe ce
1ojaBuja enuTenHo-me3enxumanta tpansunuja (EMT) (8, 9).

[Ipema HammM ca3HamUMa, IOCTOj€ OrpaHWYeHH mopauu o jonpuHocy EMT-a y
panuM ¢a3zama pa3Boja CRC-a.

OcHOBHE MexaHu3aM XpoMo3oMcke HectaOmiHocTr niau CIN-a HHuje moTnyHO jacaH,
anu cy Moryh u HauMHU MpoMeHa 6poja U CTPYKType XpoMo3oma U nparehux Myranuja
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y TeHHMa cymnpecopuma Tymopa, noceoHo TP53 u y komiuiekcy, Koju NMpOMOBHILE
anagazy (APC). I'yourak ¢ynkumnonanaux myranuja TP53, riiaBHOT reHa KOHTPOIHOT
NyHKTa heujcKor UKITyca, y3poKyje HEeKOHTpoJrcaH yna3ak y hemujcku nukimyc. APC
je neo curnanzor myra VNT, a meroBa nHakTHBaLMja J0BOM 10 moBehama HykiIeapHOT
CTNNBI rena (10, 11).

®enotun Mmetuinanuje octppa CpG mim CIMP moBe3an je ca enMreHEeTCKUM
mpoMeHamMa Koje JOBOJIE /0 HWHAKTHBAIMje I'eHa 3a Cy30Hjame TyMopa WIH T'eHa
noBe3anux ca TymopoM. CIMP mnosutuBan CRC Hacraje xon Ha3yOJbeHUX Jie3Hja
npekypcopa. OBu KapiMHOMH 0OWYHO MoKa3yjy ¢eHorun MSI, ka0 u KIMHUYKE H
NATOJIOLIKE KapaKTepUCTHUKe TUIIMYHe 3a Tymope ca MSI (10).

Mukpocarenutcka HecTabunHocT uia MSI pe3ynTar je nHaKTUBHpama MyTaldja y
reHuma 3a mnomnpaBky Heyckiahenoctu DNK, koju cy OAroBopHHM 3a HCIpaBJhbambe
rpemaka pernkanuje DNK. IToctoju Hekonuko nporenHa, Ha mpumep hMSH2, hMSH3,
hMLH1, hPMS2, hPMS1 u hMLH3, koju cy Ba)kHe KOMIIOHEHTE CUCTEMA TOIPaBJbarkha
Heycknahenoct DNK, a myTanuje 3amMeTHe JTUHHMje MOTY M3a3BaTh AUC(YHKIIN]Y OBUX
MPOTEUHA, IIITO MOKE MTPEAUCIIOHUPATH pa3Boj paka (9, 11 ). MSTnanasu cey 15 % CRC-
a.

1.2 XwucTtomaTonoruja KOJOPEKTaTHOT KaplnHOMA

[Topen kIacu4HOTr aAEHOKAPIIMHOMA, OCTOjH U HEKOJHMKO PA3IMYUTHX MOJTHIIOBA
CRC-a, Ha npuMep MyLIMHO3HH KapLUHOM, KapLIMHOM NeyaTHuX henuja, aleHOKapIHHOM
ca MOAYJIapHUM KapaKTepUCTHKama, IJIOCKM KapIMHOM, Ha3yOJbeHH KapLUHOM H
HenupepeHuupanu ajjeHokapuuHoM. OHM ce pas3liuKyjy He caMo 0 MaTOMOP(OIOMIKIM
KapakTepucTukaMa, Beh MOTy WMaTh W pa3nyuTa MoJiekynapHa ooOenexja (12).
MuHHMaTHA KPUTEPHjyM 3a JIHjarHO3y WHBA3UBHOT aJCHOKAPLIHWHOMA j€ TPUCYCTBO
JTUCTIIAaCTUYHUX KJIe3/1a y cyomyko3u (ciuka 1).

Behuna CRC-a pa3Buja ce u3 mpeKypcopcke Je3uje — afieHoMa, TPEeMaIMTHUX eMUTETHUX
nposindepannja, Koje Cy cacTaB/beHE O]l YMHOXKEHUX, pa3rpaHaTUX KpUOTH Jaedenor
peBa U pEecHlla, NPEKPUBEHHUX JAUCIUIACTUYHUM EMUTEeNOM. Y 3aBUCHOCTH Of
Mopdororuje, BehnHa ajneHoMa MojesbeHa je y Tpu MHoATUMNA: TyOynHu (ciauka 2),
BITYCHU U TYOYJIO-BUJIO3HM aIeHOMH (ciHuKa 3).

[lo nepunMIMjHU, aneHOMH IOKa3yjy Ppa3JIMYUT CTENEH IUCIUIa3Hje, KOJU ce
3aCHHMBA Ha IIUTOJIOTHJU U APXUTEKTYPH H OIICHY]Y C€ Ka0 HUCKH WJIA BUCOKH CTETICH.
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Couka 1. PaHu ajgeHokapuMHOM: Yy CyOMYKO3M BHJE C€ HENpaBUIIHE
JMCIIIIACTUYHE JKJIe3/e, IpaheHe 1eCMOIUIACTUYHOM CTPOMAITHOM PEaKLIHjOM.

Cmuka 2. TyOymapHu aJeHOM ca JWCIDIa3UjOM HHCKOT CTETICHA: TOJIHMITOWIHA
Je3uja cacTaBJbeHa OJ] 0Jaro HEeMpaBWIIHKUX, pa3rpaHaTUX KPUNTH, KOje Cy MPEKPUBEHE
nceyaocTpaTudukoBaHuM enurtenoM. [lomapurer aucnnactuuHux henuja u gampe je
OYYBaH.
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Cnuka 3. TyOynoBMIIO3HH a/IEHOM €a AMCIUIA3MjOM HUCKOT CTEIEHA CAUYMH-CHOM Of]
peculia M pasrpaHaTHX KpUITH, KOje Cy HPEKpUBEHE ICeyA0CTpaTU(PUKOBAHUM
enuresoM. [lonapureTr nucnnacTuyHux henuja u Jajbe je 04yBaH.

Jom jeman mopdornomku myt y pa3Bojy CRC-a motude ox Ha3yOJ/bEHHX Jie3Hja,
OJIHOCHO Ha3yOJhEHUX aJleHOMA, KOjU Cy OOMYHO MPUCYTHU Ha JIECHO] CTpaHU jacbernor
peBa, ca CHenupUIHIM TaTOMOPQOJIOMIKIM KapaKTepuCcTUKaMa, Tj. ca Ha3yOJbeHUM
NOBpIIMHAMA, U3TJIeI0M 3y0a, TpaHambeM 0ase, MPOIIUPEHEM KPUIITH U OOYHUM PacTOM
y3 mummhau cioj (muscularis propia) Mmykose.

1.3  AneHoM ca nceyJonHBa3HjOM

Bpsio HeoOu4aH eHTUTET, KOjU MOXKE JUjarHOCTUYKM OMTH NMPHIMYHO HM3a30BaH, je
aJICHOM Ca EMHUTEITHOM TICeYI0MHBA3HjOM, KOjU Cy npBH onrcanu 1972. roguae MyTo u
capamgauin  (Muto T. et al) (13). OBa mojaBa OOWYHO C€ BHIU KOJ BEITUKHUX
MEAYHKYJIHUCAHUX TTOJIMITA Y CHTMOUTHOM JIe0eIOM LIPEBY, A PETKH CITy4ajeBU MOTY Ce
Hahu w y npyrum nemoBuma nebernor mpesa. MHTpamymuHanHa Tpayma W, Y HEKHM
OKOJIHOCTHMA, MPETX0/{Ha OMOIICHja 0OUYHO UTPajy YIIOTY Y FBUXOBOM Pa3Bojy.
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Cnuka 4. AneHOM ca TCEyAOMHBAa3HjOM —IUCIUIACTHYHE >KJIE3[e y CYOMYKO3H
OKpYXEHE Cy TaHKHM CJI0jeM KOHEKTHBHOT TKuBa (lamina prorpia).

Ca kapakTepuCTUUYHUM XUCTOJIOUIKUM I0jaBaMa, y KOJUMa Cy AUCIUIACTUYHE HKJIe3]1e
IPUCYTHE y CYOMYKO3H, aJICHOM ca IICeyA0MHBA31jOM MOXKE JIMUUTH Ha IIPaBy MHBA3U]y. 3a
pasnmuky on wHBazuBHOr CRC-a, KOju KapakTepHile JecCMOIUIACTUYHA CTpOMaiHa
peakuuja, KOJX aJeHOMa ca ICEyIOMHBA3UjOM, IHUCIUIACTUYHE JKIE3JIC OKPYXKEHE Cy
TaHKUM CJI0jeM KOHEKTHBHOT TKMBa (JITAMUHOM TPOPITHA) Ca TAIOKEHEM XEeMOCH IEpHHA.
Jlpyra 3HayajHa KapakTEpUCTHKA j€ UCTOBETHOCT CTENEHa IUCIUIa3uje M LUTOJIOIIKE
KapaKTepUCTUKE, OOMYHO UCTE KA0 U OHE MPUCYTHE y MOBPIIMHCKOM JIE]ly aJleHOMa.

Oge ne3uje oOMYHOCY OEHUTHE M HEMajy METAacTaTCKH MOTEHIMjald M CTOra MX je
KJbyuHO pasznukoBaT o1 CRC-a (13 — 16).

1.4  JlnjarHOCTHYKY U POTHOCTHYKH MapKepH

Y PpYTHHCKOM JHMjarHOCTHYKOM pajay, TadyHa [WjarHo3a aJeHoMa, aJeHoMa ca
EMUTEIIHOM TIOTPEITHOM TIOocTaBKOM (ameHoMm ca mnceynoumnBasujoM) u CRC-a, on
HajBeher je 3Haudaja, mTO KIMHUYapuMa oMoryhaBa ga n3abepy ONTHMAIIHU TPETMaH.
VYrpkoc NaxJbUBOM MHKPOCKOIICKOM HCTpaKMBamy, HHUje YBEK Moryhe HampaBHUTH
pa3nuky wu3Mely pasmUuMTHX Jie3uja, OJ KOJUX CY HajU3a30BHMjU aJCHOMH ca
HOTPEITHUM MTOCTABJbAEM EIUTENA (aICHOM Ca IICEYIOMHBA31jOM) M MAIIUTHU a/ICHOMH.
JIOK je eHIOCKOIICKO YKIIamamke TPeTMaH M300pa 3a HEMHBA3WUBHE JI€3Hje, TPEHYTHH
Tepanujcku npuctymn 3a nanujeare ca CRC-om Bapupa o pagukaiHe pecekiyje aedenor
peBa ca pEeCeKIHjoOM pErHOHATHMX JIMM(QHUX YBOpPOBa, JIO KOMOWHAIHje
XEeMOpaJIMOTepaIvje 1 olepairje y HarpeaHuM (azama.
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Jenan on Haj3HAYAjHUjUX IPOTHOCTHYKUX U TEPANUjCKUX MapaMeTapa je CTaujyM y
BpeMe nocTapibama aujarnose. Cuctem THM pa3Buo je AMEpUYKH 3ajeJTHUUYKA KOMUTET
3a pak (AJCC), kako Ou OMO yCTaHOBJBEH Ha IOJAIlMMa 3aCHOBAaHUM Ha CTaIUjyMy
cucreMa 3a oJpehuBame paka, Koju npyxa npenusHo npeasuhame ucxoga. T kateropuja
crejuunr cuctema THM-a noxesbena je Ha T1, T2, T3 u T4 y 3aBuUCHOCTH 07 nyOWHE
MHBa3uje TyMOpa U MpOLIUpEmka Ha cyceqHe oprane/ctpykrype. T3 ne3uje npoTexy ce
u3BaH mumuhHor cnoja (muscularis propria) y IepuKoJIOHCKO MAacHO TKUBO, a T4 ne3uje
npoaupy y cepo3dy (T4a) w/unmu mmpe ce y cycenne oprane/ctpykrype (Tb). T4a CRC
uMa HajMamke TOBOJbAH MCXOJ, ca HajehoM cTormom Mmeracrta3a. BackymapHa nHBa3mja,
MeTacTa3e y pErHOHAJHUM JUM(HUM YBOPOBHMA, 3aXBal€HOCT cepo3e U MYIJbCHE
tymopa (engl. tumor budding) cmarpajy ce Haj3HaYajHUJUM MPOTHOCTHYKUM
napamMeTpuma.

[Topen yrBphuBawa THM-a, cnenmudbuyan Mapkepu ykbyuyjyhu MSI,
CRAS/NRAS/BRAF mnocrtanmu cy BeoMa BaXHH U cajla je TOTOBO HE3aMHUCIHBO
HalpaBUTH IUIaH Tepanuje 0e3 HUXOBOI JeQHUHUCama. Y JaHalllle BpeMe, MOCTOjH
TEHJEHIMja TMpoHAJacka H MpPUMEHE HOBUX OHMOMapkepa ca IOTCHIIHjaTHOM
JIjarHOCTUYKOM M TepanujckoM npumeHoM (17, 18).

[Ipema Pagnoj rpynu 3a nedununmje 6momapkepa (engl. Biomarkers Definitions
Working Group), bopmanHa nedpunuinnja buomapkepa je TYMOpCcKa KapaKTeprCcTHKa Koja
ce MOe 00jJeKTUBHO MEPUTH U OLICHUTHU Ka0 MHAUKATOP(H) HOPMATTHUX OHOJIOIIKUX WU
[aTOreHuX Ipoleca Win Kao (apMakoJIOIIKU OJrOBOPU HA TEPalMjCKy MHTEPBEHLHU]Y,
KOJjU UICHTH(UKY]y TMoBehaHe WU CMambeHE PHU3UKa O] IITeTe 3a MalljeHTe WU
noBehame 1 cMameme KopucTu Tepanuje (19).

buomapkep je TepMUH KOjU AePUHMILE pa3INUUTe BpCTe 00JEKTUBHUX MOKa3aTesba
3ApaBiba WU Oosiectu. TOKOM HCTOpHje, M y CKIAMy ca JbYJACKHUM TEXHOJIOIIKAM
HaIPETKOM, OBH TTOKa3aTeJb MOCTajaliu Cy cBe penu3nnju u noy3aanuju. Kog CRC-a,
BehMHAa NpPUMEHJBUBUX OMOMapkepa je MPOrHOCTMYKAa — TMpyxka HHpopMmanuje o
BEpPOBaTHONM cTama, peuuauBy WK mporpecuju Ooinectu. Takohe, oBu OGuomapkepu
MOTY UMAaTH YJIOTY U y peaBuhamy — npykame nHpopMalja o BepoBaTHOhM oroBopa
Ha crneuupuyHe TpermMaHe. TOKOM IMoOCIenme JBe JeLeHHje, OpOjHH MOJIEKYJIapHU
6uomapkepu 3a CRC orncexHo cy mpoy4yaBaHH.

[Toctoju HekonMKoO cTpaTeruja ckpuHuHra 3a otkpuBambe CRC-a. Mehytum, y
HEJAaBHO CIPOBEJCHUM CTyJujaMa, Takohe je MCTAaKHyTO TO Ja OBHUM CTparervjama
00MYHO HemocTaje oaroBapajyha oceT/puBOCT U cneruuyHocT 3a nperien CRC-a (20 —
22). Crora cy noTpeOHM HOBM YBUIM y MoJieKynapHe u reHetcke acnekre CRC-a, kako
OU ce MpOoHAILIHN M0Yy3aHUjU, HOBU OHOMapKepH 3a paHo oTkpuBame CRC-a.
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1.5 Cepo3Ha nHBa3Hja y KOJOPEKTATHOM KapIIMHOMY

Ceposzna unBazuja y CRC-y (T4a) He3aBucan je ¢akTop pu3nKa 3a TOPH HUCXOJ], YaK
ropu u ox T4b, na je paznukoBame T3 (CRC-a ca nuHBa3ujoM MyCKyJapuc Mpornpuje) u
T4a on BemMKe MPOrHOCTHYKE M TEPANMjCKe BAXKHOCTU. 3Ha4YajaH Opoj ciiydajeBa ocTaje

HE/IMjarHOCTHKOBAaH, TOCEOHO cirydajeBu 1y0okux T3 kapruHoma.

Cnuxka 5. Cepo3Ha MHBa3Hja — rpyna TyMOpPCKHX henuja W MYIIMH IPUCYTHHU Cy Ha
HOBPIIKHU CEPO3E.

O06jaBspeHE Cy pa3IUUYUTe CTY/AMjE€ Y BE3U Ca MU3BEIITABAKEM O CEPO3HO] MHBA3HjU
(23, 24). ITaxspUBO y30pKOBame OJ BelMKe je BakHocTU. Pesynratu u3 lllenepnose
(Shepherd NA) rpyme (25) cyrepuiiry Ha TO Jia j€ IEpUTOHEATHO YKJbYUHBakE apaMeTap
ca HajjauuM HE3aBUCHUM NPOTHOCTHYKHM 3HAYajeM W Yak je MOhHMju of oOuma
JIOKQJTHOT IIMpera win 3axBaheHoctu mM@pHUX uBopoBa. Cmarpa ce n1a je 3axBaheHOoCT
cepo3e HEJ0BOJHHO JIMjarHOCTUKOBaHa, y 10 20% ciydajeBa T3 CRC-a, BepoBaTHO 3001
HeaJIeKBaTHOT y30pPKOBama M CTOTa HE MPET03Haje EHEeTpalnjy cepose. BumecreneHcko
pe3ame TKHBa Kao U JieTaJbHUje 1 OOMMHHU]j€ Y30pKOBamba MOy OUTH 0] TOMOhH y HEKHM
cilyyajeBUMa. XHUCTOJIOIIKY TapaMeTpH 3a UIeHTH(UKALIN]y OBUX KapaKTEPUCTHKA HUCY
yBEK IMOTIIYHO jaCHM, a OJICYCTBO CTaHAApIHUX CMEpPHHIIA 32 MPOILEHY MEPUTOHEATHOT
3axBaTamba BEPOBATHO JIONPUHOCH TOME Ja C€ TH CIIy4ajeBU HE JHjarHOCTHKY]Y.
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1.6  EnurenHo-me3eHXUMaHa TPaH3UIIM]ja

Wpneja na enurenne henmje MOTy CMambUTH PETYIIALN]y SUTEIHUX KapaKTEPUCTHKA
U crehr MEe3eHXUMCKE KapaKTepUCTUKE HacTama je y nmpouuioM Beky. Enmzaber Xau (Hay
E.D.) je y uctpaxuBamuma (26) ommcana MPOMEHE O] CMHUTEITHOT J0 ME3EHXHMCKOT
dbeHoTHIIa Yy NPUMUTUBHOM HU3Y nuiehux eMOpHoHa. Y MOYETKY OMHMCaH Kao ,,enuTeIHa
0 Me3eHXMMajHa TpaHcdopmalyja™, oBaj mpouec AudepeHirjanyje caja je OIMIITe
MO3HAT Ka0 enuTeHO-Me3eHxumanna Tpansunuja (EMT) (27). EMT o6uuHo ce omaxa
TOKOM eMOpHoOreHe3e, pereHepalirje 1 3apacTama paHa, ajii je lbeHa OTeHIIMjaliHa yJiora
y KapLIMHOT€HE3U HU3a3Bajla BEJIMKO UHTEPECOBAE.

Ksbyunu norahaju y EMT-y cy pactBapame mel)ycoOHuX Be3a enuTenHux henmja,
ryOuTaK anuKaJHO-0a3aTHOr T[OJapUTeTa W CTUIAE IOJIAPUTETAa HANpea-Ha3al,
peopranmzaiyja UTOCKEIETHE apXUTEKType W MpoMeHe y oOimky henwja, cmameHa
peryiainmja 3ammuca eKCIpecHje CMHUTEIHOI IeHa M aKTHBAallMja TeHa KOjU TOMaxy y
nebuHucamy Me3eHXMManHor (QeHotuna, mnoBehane henujcke u3004YMHE U
NOKPETJBUBOCTH M, y MHOTHM CJy4ajeBUMa, CIIOCOOHOCT Jierpajalyje MpOTEHHA
Banhenujckor matpukca (ECM), kako 6u ce oMmoryhuino nHBa3uBHO noHamame (28 — 30).

Tymopcke henmje koje mponasze kpo3 EMT moBe3aHe cy ca cTBapameM tfumour
budding niponieca (TyMOpPCKO MyIUbEHE) U MHUKpoMmeTacTazama. Bepyje ce ma he CRC
nose3ad ca EMT-oM BepoBaTHO UMaTH JIOLLY IPOTHO3Y.

Kako EMTy kapuimHoMuMa yriiaBHOM HUje MMOTIYHA, TYMOpCKe henuje koje mposasze
KpO3 TpaH3UIM]y U J00W]ja]y ME3eHXHUMaTHU (EHOTHN UMa]y TOTEHIIH]jal XUOPUTHUX
henuja; oBa jenuHCTBEHOCT OoMoryhaBa TymMopckuM henujama aa moBpaTe CBOj €MUTETHH
(GeHOTMT Ha MeCTy MeTacTa3upama, pPEBEP3MOMIIHOI Ipoleca, KOjU Ce Ha3uBa
Me3eHXuManHo-enutenHa Tpansunuja (MET). CBu oBU pe3ynTaTi onMcaHHu Cy in vitro,
003MpOM /12 UX HHje JaKo MPENo3HATH in Vivo.

3a EMT 3HauajHa je cmameHa perynainuja memOpanckor E-kanxepuna, hemujckor
aJ1Xe3MOHOT MPOTENHA, KOJU j€ peryjaucaH pa3aIuuuTuM (akTopuma TpaHckpumnuuje. E-
KaJIXepUH Hajla3u ce Ha JlaTepasiHoj 0azaiHO] MeMOpaHU Ha aIXepEeHTHOM CII0jy, KOjU
neduHuIIe anuko-0a3aJiHM TIONAPUTET, KOjU TIOBE3yje CyCeAHe emuTesHe hemnuje
XOMOTPOITHUM  HMHTEpaKIMjaMa  3aBUCHUM  OJf  KallKdjymMa, Ha  HBUXOBUM
eKcTpanenyaapauM kpajesuma (31). Cmameme perynaiuje Moxe OUTH MOJICTAKHYTO O
ctpane Hekounko Qaxtopa. ZEB1, ZEB2 u SNAIL renun uwianoBu cy penpecopa E-
KaJXepHUHa, KOJU MOTY JIUPEKTHO MOTHCHYTU TeH TpaHckpuniuje E-kaaxepuHa uiam to
MOTY ypaauTu HHIUpPEeKTHO, Kao Hip. TWIST n FoxC2 renm (32, 33).

Takohe, cyrepucano je To ga Mukpo RNK (miRNK), mane nexonupajyhe RNK,
nocebHo mopoauna miR-200, urpajy nentpanny ynory y perymanuju EMT mponeca
TOKOM IIPOTpECHje KaplIMHOMa U MeTacTasa, yruayhu Ha oBe pernpecope (33 — 35).
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1.7  XereporeHocT Tymopa

XeTeporeHocT TymMopa je (DEHOMEH pa3auduT KOJI CBAaKOI MaljeHTa M YCKO je
MIOBE3aH ca MPOrHO30M M IIPOTPECH)OM paKa, pe3UCTEHIIN]OM Ha TepaIujy U peuuBUMa.
XeTeporeHoCT MOXE OHWTH HMHTEPTYMOpPCKAa M HMHTPATYMOPCKA, KOje Cy OJl BEIHKE
BRXHOCTH, jep TYMOPH MOTY HMAaTH pa3IHuuTe HHUBOE Au(epeHnujanuje, Kao Hu
pazimuute MOpQoIIoniKe odpaciie, MPUCYTHE y UCTOM TyMOpY (HIp. IEHTPAIHU JI€0 U
unBasuBHU (PpoHT). [lapanenmno ca mopdornomkum paznukama, 100po je Mo3HATO Aa
pazn4mTa MoJpyyja HCTOT TyMOpa MOTY UMAaTH Pa3InYMTe 00pacie eKCIpecuje rexHa,
KOja ce Takohe Ha3MBa M MOJIEKyJIapHA XETEPOreHOCT (HIp. LEHTPAIHH JIE0 TyMOpa y
nopehewy ca mnepudepHum genomM, uBpcTa mnoapydja ymopehena ca apyrum
noapyuujuma) (36).

Monekynapua uatparymopcka xereporenoct (ITH) Mmoxe ce moienuTu Ha KIOHCKY
u HeknoHcky. Kioncky ITH kapakrepumie npenoc Ha hepky henujy m nosesana je ca
Pa3IMYUTHM BpCTaMa T'€HOMCKE HECTaOMIHOCTH, KOja Takol)e yTude Ha arpecUBHOCT U
TpetmMan Ttymopa. Hekmonamna ITH je <¢yHkumoHamHa wu moBe3aHa je ca
MHKpPOOKpYkemeM. [Ipema nmureparypu, MUKpOOKpYXeme yrude Ha hemujcku Gpenorun
y OMJIO K0jOj BPCTH KJIOHOBA; MHTEpAKIMja MOXKE BapupaTu O] MOApyYja 0 MoApydja
npumapHor Tymopa. He camo na ce tymopcke henuje mory pasnukoBaru, Beh u crpoma
TyMOpa MOKe€ OMTH XeTeporeHa W Moke yruuatu Ha ¢eHorun tymopa (37, 38). Ose
CIIO)KCHE MHTEPAKIIMje T03HaTe Cy Kao (PyHKIHMOHATHA (EHOTHUIICKA IUTACTHYHOCT (HIP.
EMT wunu kao matuanoct hemumja paka) (39). M xioHCKa M HEKJIIOHCKAa MOJIEKyJIapHa
XETepOreHOCT OJIMCKO Cy MOBE3aHe U YTUUY jeaHa Ha apyry (36).

Kako je ITH anamu3a k/pyyHa 3a edUKAacHUje TpeTMaHe, CHEHU(PUIHO,
CTaHJApAM30BaHO Y30PKOBAaHkE MOTJO OM TOOOJBIIATH IMOHOBJFUBOCT MOJICKYJIApHE
aHanmu3se, Oynyhu na je mokazana Besza u3Mel)y XUCTOJOMKUX o0pa3alia i MOJIEKyJIapHUX
IPOMEHa.

2 mmukpo-RNK

2.1 T'eHomcka opraHu3aiuja

Mukpo-RNK (miRNK) cy renom kogupane mane (~ 20 nt — 22 nt), jeqHOIaHYaHE
Hekoaupajyhe RNK, usBenene Ouino u3 mel)yreHM4HHX peruoHa, OMIIO U3 CEKBEHIH
€r30Ha HEKOJMPAHUX TPAHCKPUIILIMOHUX jeauHuina; 1o 60% mnosznatux miRNK cy u3
MHTPOHCKUX CEKBEHIIM, KOAMPajyhux mpoTenHa Uiau HeKoAupajyhux TpaHCKPUIIIIMOHUX
jeaununa. OHU Cy KOJUPaHH Kao jeJjaH reH win re’cke rpyne. Hekn ox kinactepa miRNK
Cy KOperyjimcaHu u KoTpaHckpuboBanu. [Ipernocrasibeno je na miRNK unne Buiie ox
3% mynckux reHa (40). Wureprencke miRNK TpanckpuOyjy ce kao He3aBHCHA
TPaHCKPUIILIMOHA  JeWHHWIA, Ka0  MOHOLMCTPOHCKH,  OUKHUCTPOHCKH  WJIHU
MOJIMKUCTPOHCKH puMapHH TpanckpunT (40). MaTponcka miRNK npedepennujanno ce
TpaHCKpUOyje y UCTO] OPHJEHTAlUjH Kao U reH nomahuHa, Oyayhu a ce BepoBaTHO HE
TpaHCKpHOyje U3 CONCTBEHUX MPOMOTEpA.

20



Onu ce oOpal)yjy u3 untpona, kao u MHoru miRNK. MaTporncke miRNK u muxoBu
TpPaHCKPHUNTHU JoMahrHa 3ajeTHO Cy PEryIrcaHu U KOTPAaHCKPUOOBAHH Of CTPAHE UCTOT
npomotepa (41). YHyTap reHoMa, MOXe MOCTOjaTH BHIIE O jeJHE Komuje oapeheHux
miRNK. Cyrepucano je To na cy nHeke miRNK Ttakohe koaupane y antucenc DNK, koja
ce He TpaHckpuoOyje y miRNK (42).

2.2 buoreneza Mukpo-RNK

Perymanmja excnpecuje miRNK 3aBucu on TpaHCKpUNIMOHHMX (dakTopa U
CMUIeHEeTCKUX MexaHu3ama. TokoM ca3peBamba, MiRNK mponaze kpo3 orcexHe
nocTTpaHcKpuruone moaudukanuje. I'ean koju kogupajy miRNK tpanckpuOyjy ce ca
RNK nonumepaszom I nnu RNK nonaumepazom III (Pol II or Pol I1) y ayrauku npumapHu
tparckpunt (200 nt qo Hekonuko kb), Hazpan npe-miRNK. Jlo6ujena npe-miRNK (koja
CaJIpKH perl Moiu-A U 7-MeTHITYaHO3UH Kaiy) oOpal)yje ce y jesrpy nomohy drosha
ensuma (en3uM pubonykiease III). Jlobujena ctpykrypa ox 70 nt MaTH4HE NETIbE, KOja
ce HaszuBa npe-miRNK, yBo3u ce y murormiasMmy nomMohy TpaHCHOPTHOI IpPOTEHHA,
eKIIOpTHHA .

Haxon xuapomuze GTP-a, y3 nocneauuno ocinobahame npe-miRNK, nBosanuanu
neo RNK mpe-miRNK Besyje ce u iena momohy dicer ea3uma (en3um pudonykiease I11).
JlenoBame OBUX IIPOTEUHA YKIIaka TEPMUHAIHY NeTiby U pou3Boau miRNK: miRNK*
IyIUIeKC, KOjH je mpona3Hu uarepmennjep y ounorenesn miRNK (20 nt — 25 nt). Jegan o
JIBa JIaHLA CBAKOI (pparMeHTa je, 3ajeHO ca IpoTenHuMma aproHayre (Ago 1 — 4),
XeluKa3zama, HykjeasaMa u nmpotenHuma koju Besyjy RNK, nHkopnopupan y KoMIuiekce
KOjH C€ 30B€ KOMIUIEKC pubOHYKIeonpoTenHa, koju caapxu miRNK (miRNP). JloGujen
je KoMIUIeKCcHH map 0a3a ca KomiuieMeHTapHUM cekBeHIlamMa miRNK. [Ipyru nanar,
miRNK*BepoBaTHO je nerpaaupaH, Majga MOCTOjU CBE BHIIE J0Ka3a O TOME Jia jeJlaH
naHal wid oba yaHna mory outu ¢yHkiumoHanau (40, 42 — 44). Uatponcke miRNK
3ao0unase drosha uename M OcClamajy ce Ha JIeJCTBO MaIllMHa 3a Clajame/yKiIambame
rpana npe-miRNK na Ou npoussene mpubmmxkao 60 nt mpexuane miRNK ykocHure
(engl. hairpin) (mpe-miRNK) (41). HenaBHo cy onucanu OpojHU alnTepHATUBHU ITyTEBH,
KOjU Ce pa3iMKyjy OJf KaHOHCKHMX mIyTeBa OuoreHeze miRNK, a moackyn Hekoauko
pasnuuuTux ayxxux Hekoaupajyhux RNK moxke nociyxurtu kao npekypcop miRNK (45,
46). buorenesza miRNK npukasana je Ha ciunu 6.

2.3  Mexanuzam MHKpo-RNK

OynaknuonanHa ynora miRNK Bapupa, anu Bepyje ce na je TpuMapHu MeXaHHu3aMm
nenoBama miRNK kox cucapa maxubunuja tpancnanuje miRNK ymapuBamem 6aze ca
3'-UTR (untranslated regions) tmipae miRNK. Katanutudke xoMmoHeHTe KOMILUIEKca
miRNP cy nporennu aro. Hakon ynapusama 6aze u3mehy miRNK u mupane miRNK,
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nonazu o paerpanandje uuibHe miRNK (caBpineHo, KOMIUIEMEHTApHO, BE3UBAE
miRNK 3a miRNK) nim nonasu 1o cynpecuje \eHOT peBohema (kaia yrmapuBame 0ase
u3mel)y oBa J1Ba MOJIeKyJia HHje KOMIUIeTHO). HapounTo ko )uBoTHIHA, cBaka miRNK
MOKE€ HHXUOHMPATH TpaHcanujy MHOTHX pazanantux miRNK; morio 6u 6utu gak 200
npeapuhennx muibHUX reHa mo miRNK. Ocum tora, miRNK moxe ce perynucartu ca
Bume o jeaHe miRNK. YwHM ce ma KOONEpaTHBHO JENOBAaWkE BUIIE HACHTHYHHUX
(BumectpykocT) win paznmuuutux miRNP (koormepaTUBHOCT) mpyka HajeUKacHU]Y
TPAHCIAIMOHY WHXHOWIM]y W JOJaTHU MeXaHu3aMm 3a moBehame crnernupuaHoCTH
miRNK. BesuBame camo jenne miRNK o0u4yHO HUje TOBOJBHO Ja c€ MEPJHUBO OJIOKHpPA
TpaHcIanyja; KOMOMHATOpHA KOHTPOJIA eKCIIpecje reHa Takolhe Moske Outu obezdehena
CKynoM KkoopauHucaHo exkcrpumupanux miRNK (47). IlporemHu wnnm cexyHIapHe
ctpykrype miRNK mory orpannuutu npuctyn miRNP UTR-oBuma win Mory ojakiaTi
npeno3HaBame ayreHTHYHUX Meta miRNK (40, 42 — 44).

2.4  Pesynratu ¢pynkimje Mukpo-RNK

Bepyje ce 1a miRNK yriiaBHOM (pyHKIIMOHUIITY Ka0 TPAHCIATOPHU PEIPECOPH, a Y
HOpMaJTHUM heNTujCKUM yCIIOBHMA TO C€ MOKE JIOTOJWTH Ha paznuuute Haumue. (1) 3a
miRNK, koje He Om Tpebasio na ce ekcnpumupajy y oxapehenom tumy henwmje,
NPOM3BO/IK-a IPOTEHHA CMambyje ce Ha Oe3HadajHe HuBoe (Mckipyunte mete). (II) MiRNK
MOTY TPHJIATOJAWTH H3Ja3 MPOTEHHA 3a NpWiIaroheHy eKCHpecHjy y pasiuduTUM
tunoBuma henuja (uno noaemasame excrpecuje nusba). (II) Heke miRNK nenyjy kao
nocMmatpauu, rie ce peaykurja miRNK Tonepuie nim noHumrasa nporecuma noBpaTHe
crpere (HeyTpaJiHa [IMJbHA ekcrpecHja) (42).

Vrnora miRNK moxe ce game moaenuTH Ha TpU Mapajurme: KOMOWHATOpHA
KOHTpoJia (neduHHCaHa Kao KOOMEpPaTUBHOCT), Bapujauuja henuja y hemujy u
crenuduyune, y oqHOCYy Ha QyHKIHjEe ofpkaBama (48). Jomr yBek moctoju MoryhHoOCT 1a
6u Heke miRNK morne na npenusupajy Buiie o MOCTTPAHCKPUIIIIMOHE PENpecHje; HEKU
6u, mopen tora, mornu muibath DNK 3a yrumasamwe Tpanckpumnuuje (42). MiRNK
takolhe mory nusebat S'UTR oTBOpeHe oKkBUpE 3a uuTame, na yak 1 DNK cekBeHIe, Kako
O0u perymnucane TpaHCKpHUIILM]y, HAaKO ce, Kao mpeoBialyjyhu mexanuszam, cyrepuiie
NOTUCKUBame TpaHcnanyje. [lapagokcanno, nmokasano je 7a miRNK takolhe perynumry
eKCIpecu]jy TeHa modosbIaBajyhu Tpanciamnujy mnoj cneruduaauM yciioBuma (49).

2.5 buonomka gynkuja Mukpo-RNK

VYnpkoc BenukoM Opojy unmeHtuduroBannx miRNK, omcer muxoBux ynora y
perynucamy henmjcke eKcrpecHje I'eHa HHUje y MOTIIYHOCTH pasjamimbeH. Behuna
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no3HaTux (yHknuja miRNK ogHOCH ce Ha HEraTMBHY T'€HCKY perylaiujy, 3a Kojy ce
cmatpa ga perynuie 30% 1o 90% rena y sbynckom renomy. [Ipodunupame ekcrpecuje
mHorux miRNK y pasnmuuutum HOpMamTHUM U 00O0JIeIMM TKHBHMA II0Ka3aio je
JEeIUHCTBEHE MPOCTOpHE U BpeMeHcke oOpactie exciipecuje. Muore miRNK uzpaxene cy
Ha HaYWH crierruyaH 3a TKUBO W/WiIH 32 helTnjCKH TUIT; BAYKHU CY Y pa3auduThM (pazama
pa3Boja ¥ yTBpheHo je 1a peryaunny pa3induTe pa3BojHe U pusnonomke nporece (49).
MiRNK ykibydeHe cCcy y BenwKd Opoj OHOJIOIMIKMX Tpoleca, YKJbydyjyhu
npoiudepanujy, aimontoly, nudepernujanujy u EMT, perynamujy cekperyje nHCyanuHa,
neo0y M pa3Boj MaTWUYHHMX henuja, MpaBUIHO (OpMHUpamke OpraHa, €MOPHOHAIHO
dopmupame U pacT Tena, OTIOPHOCT HAa BHPYCHE MH(EKIUje U OKCHIATHBHH CTPEC,
UMYHOJIOIIKH OATOBOP UTH., KA0 U y (YHKLIMOHHCAKHE METadoIM3Ma U MeTabonmu3Ma
xosecrepoina (49, 50). Ca cBUM paznUUUTHM reHUMa U 00paciuMa eKCIpecuje, pa3yMHO
j€ MPEeTIOCTAaBUTH J1a CBakM THN henuje y cBakoj (a3u pa3Boja MOKe UMaTH MocedaH
npodun excpecuje miRNK.

2.6  buomnomka ymora mukpo-RNK y kapruaOMY

MiRNK npeno3nare cy Kao TeHCKH CIEHU(PHYHU PEryJaTOpH U MO aKTUBHOCTH
CJIMYHE CYy BEJIMKOM OPOjy TPaHCKPHUTIITMOHKX (DaKTOpa MPOTEHHA, 32 KOje CE 3HA J]a UMajy
KPUTUYHY YIOTY y TpaHchopmanuju henmja y mamurao crame. OBe RNK mory
perynucatd cBaky (asy eKcmpecuje TeHa: TpaHCKpUmiyjy, crabmrHocT miRNK u
tpancnanyjy miRNK. henuje paka mposase Kpo3 reHEeTCKe U €MUTeHETCKE MPOMEHE Y
oJlHOcy Ha HopMainHe henuje, a ynora miRNK y nocpenoBamy 0BUX pa3inka HOYHEE Aa
ce mnojaBpyje. Ilpodunmpame mmpom reHoma mnokaszano je To aa miRNK wnmajy
pasnnuuTe nortnuce crenuduuHe 3a onpehenu tun paka. Kom6unoBame miRNK ca
IpyruM OMOMapKepuMma 3a OTKpHBAmkE€ W IPOTHO3Y paka Mo0oJbIIaio OM IMpOIEHY,
OTKpHUBAakE U MPOTHO3Y PU3HKA O] PaKa.

CrnenupuyHu TEHETCKH MOJUMOP(PU3MH TOBE3aHU Cy Ca PU3UKOM OJ pa3Boja
HEKOJIMKO BpcTa KapuuHoma. Jlakie, moctoju norpeda 3a KOMOMHOBAHEM T'€HOMCKUX
mytanuja ca miRNK Mapkepuma 3a pa3Boj Mapkep HaHena 3a MPELU3HU]Y MPOLEHY
pu3uKa 1 pany aujarHosy (51 —53).

2.7  3nauaj Mukpo-RNK kao noreHnujanaux Gnomapkepa 3a paHO OTKpUBAbHE

MMPEHCOINIACTUYHUX HC3I/Ij a

Mukpo-RNK mMory mocimy>kuté kao MoTEeHIIUjaJIHA OMOMapKepH 3a AWjarHo3y paka,
MIPOTHO3Y W IUJBEBE 3a Tepanujy. Kao moTeHmujatHun MapKkepu 3a AUjarHosy, OOJbH Cy
dakropu knacudukanuje oq miRNK (54, 55). Kao noreniujanau Mmapkepu 3a MpoTrHO3Y,
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miRNK kopucHe cy ka0 Mapkepu 3a OAroBOp Ha Jeuyewme, 3a npensuhame nporpecuje,
MeTacTa3upama KaplUWHOMa W NpeXHBJbaBama mainujeHara. Kao Omomapkepu 3a
tepanyjy, miRNK Mory OuTu KOpHCHE Ka0 OHKOT'€HH, CYHPECOpH TyMOpa, MaTH4YHE
henuje, mHBa3Wje M MeTacTa3e U OCETJbUBOCTHM Ha JiekoBe. Heke o1 KJby4HHUX
kapakrepuctrka miRNK, koje ux 4yrHe KOpUCHUM Kao MOTEHIIMjajTHe OuoMapKepe, Mory
ce ykpatko cymupatu. (I) Hunu ce na cy oopacuu ekcnpecuje miRNK y kaprimnomuma
Jpymu cnerupuunun 3a TkuBo. (II) M3rmena ma npodunm miRNK oxpakaBajy pa3BojHY
TuHH)Y U ctamke nudepeniyjamuje tymopa. (IIH) MiRNK Mory ycnemHo kinacupukoBaTi
cmabonudepeHpane TymMope ca BenukoMm mnpeunusHomthy (~ 70%). Hacympot Tome,
npodmm miRNK y ucrom ckymy y3opaka uManu cy TayHOCT oj camo 6%. 30or Tora,
komOuHaimja noxaraka npopmmpama miRNK 1 mRNK nma nmorennujan na noseha
tayHocT kinacudukanuje tymopa. (IV) MiRNK crabunne cy y Te4HOCTHMA IIa3Me U
cepyma Jpyackor Tena. (V) MiRNK mMory ce KBaHTUTaTUBHO MEPUTH Y MUKPOJIUTAPCKUM
KOJIMYMHAMa JbYJICKUX cepyMa WiH Iuia3me nomohy kBantutatuBHor PCR-a y peannom
Bpemeny kPCR). (VI) MiRNK Ttakohe ce mory npoduincaTti 1 KBAHTUTATUBHO MEPUTH
y TkuBUMa pukcupanum popmanunom (54, 55,56).

2.8  Kopucnoct miRNK kao moreHIjaiHux OnoMapkepa

[Ipodunucame y nemom renomy wucnutuBasio je miRNK y npekanuepo3znum
Jge3rjaMa MM HBHUXOBY KOPHUCHOCT 3a IpelBubame Iporpecuje oj NpeKaHLepo3e 10
kapuuHoma. Hekonuko mnpernocraBku cyrepuine: (I) Ha moTeHIujaqHy KOPHCHOCT
miRNK, xao 3HakoBe paHux Jorahaja y KapLUMHOT€HE3M U Kao OMOMapKepe y paHOM
oTkpuBamy paka; (II) ynorpedy miRNK kao audepenunjaaHux mnokazaresba OEHHUTHE,
npeneoruiasuje u Heorasuje; (III) na moryhnoct na 6u miRNK morne Outu kopuche y
onpehuBamy Tora kKoje he nmpeHeornacTU4YHe Je3rje, BEpOBATHO, HAMPEIOBATH JI0 paka.
PaznukoBame Oenurnux Oosnect u  oapeheHHMX HENMpeKaHIEPO3HUX Jie3uja O
NPEKAHLEPO3HUX Jie3Wja M METacTaTCKUX TyMmopa, MoOosbliaio OM HuCXoae H
NpeXHBJbABAE MallMjeHaTa, CMabUII0 HEPUjaTHOCTHU MallkjeHaTa u Tpoukose (54).

2.9  [Boctpyka ynora Mukpo-RNK — rena 3a cy30Oujame TymOpa u OHKOreHa

Cmarpa ce aa miRNK perynuiry 4eTBpTHHY CBHX T'€Ha cucapa, a MPOMEHE Yy
IUXOBO] EKCIPECHjH TIOBE3aHE CY ca pa3BOjeM paka. Y TBphuBame MPUPOJIE peryialuje
reHa miRNK Tokxom HOopManHOr pa3Boja u gusnonioruje 6uhe oa BUTATHOT 3HA4aja 3a
pazyMeBame BHUXOBE YJIOTe Y HaCTaHKY U pa3Bojy paka (53). Ilokazano ce na cy miRNK
peryiucaHe Harope Wid Hajoje, Y IIMPOKOM CIEKTPY KapIuHOMa KOJA JbYIH, ILITO
yka3zyje Ha ynory miRNK y Tymopurenesu.
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[Tocroje pa3nuuuty HAYMHM Ha Koje ce ynHHU aa cy miRNK ykipydyene y pak: xao
CYIIpecopy TyMOpa, Ka0 OHKOT'€HU MJIM Ka0 areHCH KOju YTHUYy Ha CTa0MIIHOCT FeHOMA.
Uunan ce na miRNK ¢yHKmoHumy kao cympecopu Tymopa, jep cMameHa (QyHKIHja
oarosapajyhe miRNK noBoau 10 nmoBuiieHe ekcrpecuje MOTEHIMjaTHUX OHKOTEeHA WITH
nporieca, Ha IpUMep mpoiudepalrje Wil CMambeHUX Mpoleca, Kao MITO je amornTo3a.
Wsrnena ma moBehana ekcrnpecuja onkorennx miRNK (oHkomwupu) aenyje Ha HadyuH
aHayoran oHkoreHy. [IpermocraBspa ce a OHKOMUpPU (QYHKIIMOHUINY rmomMohy rena 3a
cy30ujame TymMopa Koju yTuay Ha down perynanujy (48, 57).
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E. Etal.), 2013).
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3 Iwnb ucTpaxuBama

[usp ucTtpakuBamwa Owo je aHamm3upatd EMT y pasnuuuTuMm  Kopanmuma
KOJIOPEKTaJIHE KapiuHorenese, kopuctehn miRNK u mrxoBe 1ujbHE TeHe.

[Muss je, Takohe, Ouo yTBpAUTH aa ju ce Ouio koja on ucrnutuBaHux miRNK u
IbUXOBHUX IIMJBHUX [C€HA MOT'Y KOPHCTUTH Ko THjarHOCTUYKHU U TIPOTHOCTHYKHA MapKEpH.
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4 Xwumnorese

VY 0BOj CTYIHjU IPETIOCTABJBEHO j€ J1a je:

1. EMT Baxan mexanuszam y pa3Bojy u mporpecuju CRC-a w3 amenoma (HOp. y
METacTa3upamy U MPOIIUPEY Ha CEPO3Y);

2. EMT Moxe nmomohu y pa3jIMKOBamy aJICHOMa ca CMHUTEIHOM IICEyIOMHBAa3UjOM U
CRC-a;

3. EMT mapkepu MOry ce KOPHCTHTH 3a pa3IMKOBambE MPOOIIEMATUYHUX CIIydajeBa -
ajieHoM ca emuTenHoM mceynounBazujom oj CRC-a u 3a crnpedaBame HEMOTPEOHUX

oriepaiyja, y IpBoM CIIy4ajy;

4. EMT ce Moxe kopucTHTH Kao Mapkep HanpeaHor CRC-a.
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S  Marepujanu n MeToae

Crynujom je oOyxBaheHo 62 y30pKa TKMBa MalHUjeHTa, KOJU Cy MOJABPTHYTH
XUPYPIIKO] PECEKIMjHU 1eOeNor IpeBa HIM EHAOCKOICKOM YKIamarmby aJeHOMa WIIH
CRC-a. 3a pyTHHCKO XUCTOIATOJIOMIKO MCIUTUBAE, Y30PIH TKUBA (QUKCHUPAHH Cy Y
JIECETONPOLIEHTHOM IydeprcanoM dopmanuny u yrpahenu y napadun (FFPE). Y3opuu
Cy PEeTPOCHEKTHBHO NMPUKYIJbEHU U3 apxuBe MHCTUTYTA 3a MaTojaorujy MeauiuHCKOT
daxynrera YHuBep3urera y JbyOspanu. 3a cBe nanujeHTe, yKJby4eHH Cy Y30pIH TyMOpa
U y30pIM HOpMaliHE Ciy3HUIEe (YKOIMKO cy mocrojanu). llanujeHTd JeueHu
paaroTeparnyjoM, XeMOTEPAITHjOM WM OMOJIOMIKKM JIEKOBUMA, TIpe omneparije Ouimm cy
UCKJbYUYCHH U3 CTY/H]C.

Ha oCHOBY KIMHWUYKUX W XHCTOIATOJIOMIKMX KapaKTEPUCTUKA, TMAIHjeHTe CMO
HOJIENIWIIN y TIET TpyTa:

. ['pyna 1 (CRC NO): 13 nanujenata ca CRC-om 6e3 metactasa y tuMpHUM
yBopoBuMa. Melhy nucnuruBanmma, 6mio je 9 sxena u 4 mymkapia, crapoct oz 60 1o 86
roauHa (mpocek crapocT 0uo je 74,62 ronune + 11,09 roguna). ¥V 5 cny4ajeBa, TymopH
Cy OWJIM IPUCYTHH Y CHTMOHJTHOM JIeOCIIOM LIPEBY, PEKTyMYy (3 cirydaja), aclieHICHTHEM
neimy nebernor npesa (3 ciydaja) m AeCHCHISHTHEM jaeny acbernor npesa (2 ciydaja).
Cratyc pTNM 6wuo je pT3NO xonx 8 nanujenara, pT2NO koz 2 nauujenta, pT4NO kox 2
nanujenTa u pT1NO ko jeaHor namnyjexTa.

. I'pyna 2 (CRC N+): 17 mammjenara ca CRC-om ca meracrazama y
aumbHUM uBopoBuMa. Melyy ucnutuanuma, 6uso je 9 sxkeHa u 8§ MyIikapaia, CTapocTi
on 53 rogune a0 90 roguna (mpocek crapoctu uzHocuo je 70,88 roguna + 13,87 roauna).
Tymopu cy OuIv IPUCYTHU Y aClIEHICHTHEM JIeTy J1e0ernor upesa (6 ciydyajeBa), peKTymMy
(3 ciyuaja), necueHaeHTHEM ey nebenor mpesa (4 ciydaja) 1 CATMOUIHOM Je0eom
peBy (4 canyuaja). Cratryc pTNM 6mo je pT3N1 kox 6 mamumjenara, pT4N2 kox 7
nanujeHata u pT4N1 xon 4 maumjenrta. Y rpynama 1 u 2 (CRC NO uCRC N+) 10
nanyjeHara umaio je cepo3ny naBaszujy (CRCT4a). ¥ toj rpynu Oumo je 8 xeHa u 2
MylIKapua, crapoctu ox 35 no 89 roguna (mpoceuyne crapoctu 64,5 ronmHa * 8,8
roauHa). Tymopu cy OWMIM NPUCYTHH y CUTMOMJIHOM Je0enoMm upeBy (3 ciyuaja), y
acIieH/ICHTHEM JieTy ae0ernor 1pesa (2 ciydaja), JeCIeHIeHTHEM JIeTy ae0ernor pesa (2
cilyuaja), pekTymy (2 ciydaja) u TpaHchep3HoM Aeny aAebernor pesa (jejaH ciy4aj).

. I'pyna 3 (agenommu): 10 manujeHara ca TyOyJdapHUM U TyOyJIOBHIYCHUM
aseHomuMa. Mel)y ucnutuBanuma, 6mio je 9 mymikapana u 6uia je jeHa )keHa, CTapoCTH
on 50 roguna 10 83 roaune (mpocek crapoctu uzHocuo je 61,00 roguna + 10,99 roguna).
AneHoMu Ccy OWIM TPUCYTHH y CHUTMOMIHOM JnebenoMm 1peBy (4 ciydaja), y
acIeHJICHTHEM JIeTy J1e0elIor 1ipeBa (je1an Cirydaj), AeCIeHACHTHEM JIeTy Ae0eror IipeBa
(2 cmydaja), pektymy (2 cirydaja) u Tpanchep3HOM neny jaedernor mpeBa (jeaaH ciaydaj).
VYV rpynu je Ouino 4 TyOynapHa aJeHoOMa ca JAMCILIa3UjOM BHCOKOI cTemneHa, 4
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TyOyJIOBUJIO3HA aJIeHOMA ca AUCIUIA3HjOM BUCOKOT CTeTeHa U 2 TyOYyIOBHIIO3HA aZilecHOMa
ca JIMCIIIa31jOM HHUCKOT CTEIeHa.

. I'pyna 4 (manurau ageHomu): 10 mamujeHata ca MaJuTHUM aJleHOMHMA
(T1 xapumaOM). Mely ucnutuBanuma, OuiIo je 5 keHa ¥ 5 MyIkapaia, cTapocTa o1 56
1o 87 roauHa (mpocek crapoctu 6uo je 65,4 rogune + 9,22 ronune). Tymopu cy ounu
NPUCYTHH Yy CHTMOHMJIHOM JebenoMm I1peBy (6 ciydajeBa), pekTymy (2 ciydaja),
JECIICH/ICHTHEM JIely Ne0enor npeBa (jenaH ciaydaj) U acleHICHTHEM Jeny jae0enor
1pesa (jegan ciy4aj).

o I'pyna 5 (amenomu ca nceypouHBa3ujoM): 12 manujeHara ca aeHOMHUMA
ca riceyionHBasujoM. Mehy nucnutuBanuma, Ouio je 8 )eHa u 4 MyIikapliia, CTapocTu O
52 no 64 rogune (Ipocek crapocT u3HocHo je 57,07 roguna + 6,02 rogune). Tymopu cy
OWJIH JIOIUPAHU Y CUTMOMIHOM JieOenioM npeBy (10 cirydajeBa), pektymy (jeaaH cirydaj)
U JIECLICHJICHTHEM JIeNly e0eror 1peBa (jeaH ciuyuaj).

VY cBum ciiydajeBuma, EMT je mpoliesrBaH Ha OCHOBY ekcripecHje E-
KagxepuHa, mopoaume miR-200 u ekcrpecuje MUbHUX TeHa U Mop(oJIoTHje.

3a motpebe ncTpaxuBama:

- aJICHOMH Cy ynopeheHu ca KaplIMHOMOM U HOPMAJTHOM CIIY3HHUIIOM J1eOenor
1peBa;

- MaJIUTHU aJICHOMH (aJICHOMH ca KapIIMHOMOM) yropeheHu cy ca aieHoMuMa u
aJIcHOMHUMa ca TCeyI0MHBA3U]jOM;

- ynopeheHu cy KapIIMHOMH ca MeTacTa3ama y peruoHaTHIM JTUMGHUM
YBOpOBUMA ca OHMMa 0e3 MeTacTas3a y TMM(PHUM YBOPOBHUMA;

- KapIIMHOM ca CEpO3HOM MHBa3MjoM yropeheH je ca kapiimHoMOM 6e3 cepo3He
unBaszuje (CRC NO u CRC N+).

AHanu3upaHa je XeTeporeHoCT yHyTap Tymopa, ynopelyjyhu nHBa3uBHU
Ipeby 160 TYMOpa U IIeHTap TyMmopa y cBuM ciydajeBuma CRC-a.

Crynujy je ogoopuo Apxasau ertnuku komutet (0120-595/2017/5).

5.1 HmyHoxucroxemmuja

V3o0puu tkuBa FFPE nceuenu cy Ha 4 um 3a umyHoxucroxemujy. CBH peareHcu cy
n3 xommnanuje Meaumuacku cucremu Bentana (Tycon, CAJl) (engl. Ventana Medical
Systems, Inc., Tuscon, USA), ocuM ako HHje Apyrauuje Ha3HaueHo. Kopumihena cy
KOMEpIMjaHO JOCTYIHa aHTHTena npoTuB E-kamgxepuna (Dako, M3612, clone NC-38,
pasonaxeme 1 : 10). [lenapadunuszaiuja, npoHalaxemhe aHTUTeHa U 00jehe N3BEICHH
cy y ayromaTckoM numyHounajzepy (Benchmark KST) xopucrehu nepokcuaasy o xpeHa
((VIEW™ DAB Detection Kit) 3a pa3Boj Ooje. I[lpemapatm cy 3atum o000jeHH
XEMAaTOKCHIITHOM.
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5.2 Uzonamuja RNK u3 y3opaka TkuBa Gpukcrpanux popMaIHHOM

3a u3onmauny RNK u3 y3opaka tkuBa ¢pukcupanux Gpopmanuaom (FFPE) kopumrhenu
cy y3opuu ae6spuHe 10 pM, a 3a caM MoCcTyIak u30Jalije KOPUIINeHO je MECT 10 0caM
npemapata TkuBa on 10 um. M3omammja toramne RNK wusBenmena je kopumhemem
komiuiera allprep  DNA/RNA FFPE (Qiagen), mpema mnpoTOKoiy mpou3Bohaua.
KoHneHTpanyja u kBamreT u3oiara npouewnBahe ce cnekrpoporomerpom ND-1000
(NanoDrop) Ha TalacaumM nykuHama 260 nm, 280 nm u 230 nm.

5.3  Uzonanuja RNK u3 y3opaka TkuBa GpukcupaHux GopMaInHOM

3a aHaNM3y MHTPATYMOPCKE XETEpOTE€HOCTH, Y30pPKOBaHU Cy TadHO oapeheHu
JICJIOBU TymMOpa TKUBHUX OJIOKOBa (PMKCUpPAHUX Y JECETONPOLEHTHOM Iy(pepHcaHOM
dopmanuny u yrpahenux y napadpun (FFPE). buorncupame je BpiieHo Uriiom (IpeyHuka
600 pum) (engl. punch biopsy), ca HHBa3UBHOTI MPEAHET U LIEHTPAIHOT Jejia Tymopa. 3a
HOCTYyINaK H3ojanuje kopuirheHa cy 3 y3opka u3 cBake TyMopcke peruje. M3onanuja
totanHe RNK u3Benena je nomohy MagMAX FFPE DNA/RNA Ultra KoMIUIeTa, pemMa
MIPOTOKOIY Ipou3Bohaua ca jeaHoM Moaudukanyjom. Jlurectuja mporeazomM U3BeACHa je
npeko Hohm Ha 56 oC y3 memame 15 cekynau npu 300 oOpraja Mo MUHYTH, CBaka 4
MUHYTA.

Konnenrpanuja u kBanureT n3onara npouemnBahe ce crekrpodoromerpom ND-
1000 (NanoDrop) Ha Tanacaum nyxuHama 260 nm, 280 nm u 230 nm.

5.4  Anamuza excripecuje wiaHoBa oposuiie miR-200 u miR-205

MiRNK nopoauna rena miR-200 ananusupana je kopuinhewsem kPCR meroze, Ha
ocHoBy TagMan wmerononoruje (Thermo Fisher Scientific). Kopumhena je ynanpen
JU3ajHUpaHa MEIIaBUHA COHJAU U TpajMepa CHeUM(PUUHUX 3a E€KCIPECH]y LHUIJbHUX
miRNK. TIpe kPCR-a, ctBOopena cy uerupu Oa3zHa y3opaka RNK, nobujenux wu3
HOpPMAJIHE CIIy3HHUIIE, aJleHOMa, paHor kapuuHoma u HanpeaHor CRC-a. Ilocne peBep3He
tpanckpuruje (RT), cDNK pa3omakena je y met kopaka, y pacrioHy o] pa3oyiakema y
4 tauke 10 paszonaxema y 1024 Tauke u conne cy tectupane Ha epukacHoct kPCR-a.
Cge peakuuje eduxacHoctu kPCR wu3Benene cy Ha amapaty Rotor-Gene Q, y Tpu
npUMepKa.
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5.5 PeBep3na TpaHCcKpuIIHja

3a cnenuduuny pesep3ny Tpanckpuniujy (RT) kopumrhenu cy BepmwxHH npajMepu
miRNK u mukpo RNK TagMan RT xommner (Thermo Fisher Scientific) mpema
npotokoay npou3Bohadya. RNU6B u miR-1247b xopumhenu cy kao peepeHTHH reHu
(RG). MiRNK, miR-141, miR-200a, miR-200b, miR-200c u miR-429 tectupane cy y
OJIHOCY Ha reoMeTpHjcKy cpenmy ekcrpecrjy RNU6B 1 miR-1247b. YkpaTko, n3BeneHa
je 10 ul RT peaknuona memasuna ca 10 ng ykynsor yzopka RNK, 1,0 pul MultiScribe
peBep3He Tpanckpumnrtase (50 U/ul), 1 pul mydepa 3a peBep3ny tpanckpumnuujy (10x), 0,1
ul dNTP (100 mM), 0,19 pl pl naxuburtopa pudonykiieasze (20 U/ul) u 2 pl RT npajmepa
(5x). Peakimonn ycnoBu 0w cy: Ha 16° C30 mununyra, Ha 42°C 30 MUHMHYTA U Ha
85°C 5 muHuHyTA.

5.6 KsaaturtatuBau PCR y peaxnom BpemeHy

KsanturatuBuu PCR y peannom Bpemeny (kPCR) 3a miRNK wussenen je y 20 pl
PCR wmacrep MmemaBunu, koja caapxku 5 pl TagMan 2x ynusep3anne PRC mactep
memasune, 0,5 pl TagMan tecta u 4,5 pl RT npousBozaa pazonaxenux 100 myra. KPCR
peakuuje u3BeneHe ¢y Ha Rotor-Gene Q amapary y AyIUIMKaTUMa Ha cienehu HauwH:
noyetHa geHarypanuja Ha 95°C Tokom 10 munyTa n 40 nukiyca 3a 15 cexynau Ha 95°C
(menarypanuja), 60 cexkynau Ha 60°C (Kapeme W Mpoaykeme mpajmepa). CurHan ce
NPUKYIJbA0 HA KPajy CBAKOT LIUKITyCa.

5.7 Amnamuza excripecyje UBHUX TeHa nopoauie miR-200

MiRNK ekcnpecuja reHa 3a KoAMpame NPOTEHMHA aHAIU3WpaHa je KopuirhemeMm
kPCR-a, Ha ocHoBYy TagMan metononoruje (Thermo Fisher Scientific). Kopumnrhena je
yHampesa u3ajHupaHa MENIaBUHA COHAM WM TpajMepa, CHenuUIHUX 3a EKCIPECcH]y
nnsbHX MMiRNK. TIpe kPCR-a, ctBopeHo je net rpyna y3opaka RNK, nobujenux u3
HOpMaJIHE CIIy3HHIE, aJICHOMa, paHor KapiuHoma, Yy3HampenoBaior CRC-a 6e3
HomanHux Meractaza u CRC-a ca nHomanHuMm Mertactazama. [locne RT u mpeamma,
yHanpe nojauana cDNK pazbnaxkeHa je y 4eTupu Kopaka, y pacroHy o1 pa3onaxema y
5 Tauaka ;10 pa3dnaxema y 625 Tadyaka, a COHJIe Cy TeCTUpaHe Ha epUKACHOCT momohy
kPCR-a. Cse peakuuje epukacHocti KPCR-a usBenene cy Ha Rotor-Gene Q amnapary y
TPU TIPUMEPKA.

31



5.8  PeBep3na TpaHCKpUIIIHja

Husbau renn miRNK nopoaunie miR-200, CDKN1B, ONECUT2, PTPN13, RND3,
SOX2, TGFB2, WAVE3, ZEB1, ZEB2 ananu3upanu Cy y OJHOCY Ha T€OMETPU]jCKY
cpenuny RG, IPO8 u B2M. MiRNK peBep3no cy Tpanckpudbosane nomohy OneTaq RT-
PCR kommiera (New England Biolabs, UK), momohy cnyuajno mzabpanux mpajmepa,
npemMa ynyTcTBuMa npousBohada. Peakiuje oOpHyTe TpaHCKpHIIHje 3amodere cy ca 3 ul
(60 ng) yxkynae RNK u 1 ul Random Primer Mix memaButne nuakyoupane Ha 70°C Tokom
5 munyra. [lecer ul RT mactep memaBune ykpyuusaio je 5,0 ul M-MuL VM peakunone
memasune, 1,0 plIM-MuLVM peBep3une Tpanckpuntasze u 4,0 pl peakuuone memasuHe,
HAKOH CJIy4ajHOT Nymema. Peakunonu ycinosu 6mmu cy: Ha 25°C 5 munyrta, Ha 42°C 60
muHyta U Ha 80°C 4 MuHnyTa.

5.9 Ipenammnudukanuja u kBaututatuBHU PCR y peannom Bpemeny

Hakon peBep3ne tpanckpuniuje (RT), npenammndukanyuja je usBeaeHa nomohy
TagMan PreAmp MasterMix-a y 10 pl mpema mpotokoiy mnpousBohaua. JloOujena
ReAmp peaknmja 5 myra je pasonaxena u 4,5 pl kopumheno je y 10 ul peakunonoj
3anpemunu ca FastStart Essential DNA Probes MasterMix wmemasunoM (Roche,
Hewmauka) u TagMan connoM. TepMUUKH YCIOBHM NPUMEHEHU Cy Ha cieaechu HayuH:
50°C 2 munyTa, moverHa aeHarypamyja #a 95°C 10 munyta u 40 nukiryca IeHaTyparmje
Ha 95°C 15 cexynnu u xapewe Ha 60°C y Tpajamy o1 1 munyt. CBe kPCR ananuse
u3BejieHe cy Ha Rotor-Gene Q anapary y nymiavkatuMa. CUTHaI je PUKYIJbEH Ha Kpajy
CBaKoOT IMKIIyCA.

5.10 CraTuctuuka aHamu3a eKCIEPUMEHTATHUX MoaTaKa

Pesynraru cy npencraBibeHu Kao penaTuBHa ekcrpecuja rena. Ceu ACq KOpuroBanu
cy 3a PCR edukacnoct u kankynamuja rena ox uarepeca (GOI, CtGOI) uzBpiena je y
onnocy Ha pedepentau reH (RG, CtRG), nazsan ACq. Y y3opuuma CRC-a, paznuke y
excripecju miRNK 1 mRNK ynopehene cy usmelyy Tymopa u cycenHor HopMaaHOT
tkuBa Kopucrehu ACq u BuskokcoHoB pank Tect (Wilcoxon signed-rank test). 3a
nopeheme penatuBHe kBaHTH(ukanuje miRNK u miRNK wn3melhy He3aBuche rpyme
y30paka (Tj. aieHoMa 1 HopMmaliHe ciy3Hule) kopuitheau cy ACq u Mann—Whitney U test.
Hctu tect kopuuiheH je 3a nopeheme Tymopa ca HOJAIHUM MeTacTazama ca TyMopuMa
0e3 HoJalHUX MeTacTas3a, caMo je kopumrhen AACqQ. 3a cBe kopenanuje/aconujanuje
kopuithena je CiupmaHOBa Kopemaiija 1o paHry (Spearman's rank-order correlation).
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CrarucTidka aHanu3a mojiaTaka u3BpiieHa je kopumrhemem nporpama SPSS Bepsuje 24
(SPSS Inc.). Paznuke cy cmarpane 3HadajuuM mipu p < 0,05.

6 Pe3syaratu

6.1  TlauujeHTH U y30pIH TKUBA

I'pyna ageHoMa ca NOrpelIHUM €NUTENIOM yKJbydHBaia je 12 manujeHara, rpymna
agenoma 10 mamnujenara, rpyna manuraux ageHoma (panu CRC) 10 mauujenara, rpyna
CRC 6e3 metacraza y numpuaum upopoBuma (CRC NO) ykipyunBana je 13 manujenara,
rpyna CRC ca meractazama y numpuum uBopoBuma (CRC N+) ykpyuuBana je 17
nanyjeHara, a rpymna ca ceposnom muBazmjoM 10 mamnujenata ca CRC-om (pT4a) 6e3
o03upa Ha N cragujym. Kao koHTponHa rpyna, yKJbydeHa je 3[paBa ciay3HHIa Jedenor
[peBa ca XUpypIKuM MapruHama, y3era oa 30 nanujeHara ca CRC NO u CRC N+. Io,
CTapoCT W JIOKallMja 3a CBaKy TpyIy mnpukazanu cy y Tabemu 1. YV crymuju cy Oumm
YKJbYYEHH CaMO CITY4ajeBH Ca jaCHOM IaTOXUCTOJIOMIKOM JHjarHO30M yTBpheHOj myTem
6uoncuje. Y rpynu ageHoma 6una cy 4 TyOynapHa aJjeHoMa ca AMCIUIa3HjOM BUCOKOT
crernieHa, 4 TyOyJlOBWJIO3HA aJICHOMa cCa JUCIUIA3MjOM BHUCOKOI CTemeHa u 2
TyOyJOBUJIO3HA aJieHOMa ca JUCIIa3ujoM HUCKOr cTerneHa. CBHM y30pIM TKHBa
bukcupanu cy 24 cata y JeCeTONPOLEHTHOM IydeprucaHoM GOpMaIHHy Ipe yMETama y
napadus. Hakon ¢ukcamnmje u yrpaame, y30pIiu TKHBA Pe3aHu Cy Ha IeOJbUHY 011 3 um
— 4 pym u 000jeHH XEMaTOKCHJIMHOM M €03MHOM, Kako Ou OWJIM NMPUIpPEMIbEHU 3a
PYTHHCKH XHCTOTMATOJOMIKH Tperien. 3a moTpede HCTpaKuBarmba, PErpe3eHTaTHBHU
napauHCKU OJIOKOBU TMpPHUKYIUbEHH Cy H3 apxuBe MHcTUTyTa 3a naTOJIOTH)Y
Menunusckor dakynrera YHuBep3urteTa y Jbyospanu.

6.2 HmyHoxucroxemujcka excrpecrja 6ojema E-kaaxepunom

M3paxaBame E-kagxepumna Behum gemoM OMIO je O4yBaHO Yy HOPMAJHO]
CITy3HUIIH Je0eIoT IpeBa, Kao , YIIaBHOM, Y aJlecHOMUMa U KapiuuHoMuMa. Mehytum, y
onpeheromM Opojy y3opaka aJiecHoMa B KapIInHOMa MPUMETHITH CMO (DOKaJTHU TYOUTAK UITH
ciabo 6ojeme E-kanxepuHoM Ha mepudepuju jne3uje Ui uHBa3uBHOM (ponty. Ca 4
ciydaja ajeHoma ca (okadHuUM TyOMTKOM Oojema E-kaaxepuHoOM mokaszaia cy
JMCIIIa3ujy BHCOKOr creneHa. bojeme E-kaaxepunom Takobe je Omiio cmabo uiu
usryoseeHo y 7 on 13 ciydajeBa ca CRC-om NO u 9 ont 17 ciiyuajeBa ca CRC-om N+.
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Pesynrtartu cy caxxeru y Tabenu 1.

Age No of cases with weak or
Group Female / male | pTNM focal loss of E-cadherin
(mean + SD) staining

Adenoma (n 4

_ 10 61,00£10,99 [ 1:9 -

=10) 40,0 %
pTINO (n=0)

CRC NO (n = 74,62 + 11,09 0.4 pT2NO (n=3) |7

13) pT3NO (n=5) | 53.9 %
pT4NO (n=1)
pT3NI1 (n=6)

CRC N+ (n = 70,88 + 13,87 pT4N1(n=4) |9

17) 9:8 pT4N2 (n=7) | 52,9 %

Malignant

adenoma | 6541927 |5:5 pT1

(n=10)

Adenoma

with

epithelial | 57 47,602 |9:3 i

misplacement

(n=12)

CRC T4 67,8 £13,87 [8:2 pT4a (n = 10)
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6.3 HeoTkpuBeHa ekcripecuja MapKepa eUTEIHO-Me3eHXUMAaTHE TPaH3ULIH]je

Hugo excnpecuje miR-205, ZEB1 (uusbHu ren nopoauiie miR-200) 1 WAVE3
(umspHu TeH miR-200b) rema Owo je W3HAA TpaHUIE JACTEKIHUje NPU MPHUIIPEMHU
UCIUTHBamba e(UKACHOCTH Ha cakymybeHuM y3opuuma. OBu EMT mapkepu crora cy
M30CTaBJbeHU U3 najbe ananuse.E kcmpecuja miR-205, ZEB1 u WAVE3 rena 6una je
W3BaH IpaHula JIeTEKLMje y CBUM Tpylama, Tj. Y HOPMAaJHO] CIYy3HMIIH, aJIEcHOMHMA,
aneHomuma ca niceyaounBasujom CRC-a ca nomamaum meracrazama u CRC-a 6e3
HOJQJIHUX METAcTa3a.

6.4  Excnpecuja nopoauiie miR-200 1 lBeHUX IWJBHUX I'eHA y aicHOMY y nopehemy ca

HBUXOBOM E€KCIIPECHjOM Y HOPMAJIHO] CITy3HHIIU Ae0eTIor 1peBa

I'eometpujcka cpenuna excopecuje pedepentHux reHa 3a miRNK Ouna je
ynopenuBa usmel)y anenoma u Hopmaiine ciay3auie nanudjerara ca CRC-om NO, anu ce
pa3rKoBalia 0J1 TEOMETPHUJCKE CPEbe BPEIHOCTH M3paxkaBama pedepeHTHHX I'eHa 3a
miRNK y CRC-y N+. 360r Tora, cBa mopehema ageHoMa ca HOPMAITHOM CIIY3HUIIOM
U3BpILEHA Cy caMo ca HopMaiaHoM ciay3Huiom CRC-a NO. M360p cMmo Takohe moTBpauiu
TUME JIa CMO Yy MUCTPaKMBaWKYy JOIUIH J0 CTAaTUCTHUYHE pas3liuKe y ekcupecuju 4 ox 5
uctpaxxuBanux miRNK n3mely nopmanne cimy3uaune CRC-a NO u CRC-a N+.

Excrpecuja cBux wucnuruBanux miRNK Ouna je mosehana y aneHomy y
nopehemy ca excrpecrjom miRNK y Hopmannoj ciay3nunm CRC-a NO; up perynamnuja
Ouia je CTaTUCTHYKM 3HauajHa y ciaydajy miR-141 (~ 12,2 nyra, p = 0,001), miR-200b
(~ 14,3 myra, p < 0,001), miR-200c (~ 23,4 myta, p < 0,001) u miR-429 (~ 33,2 nyra, p
<0,001).

Pesynraru cy cymupanu Ha ciaunu 7a.
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ACq

Cnuka 7a. Excnpecuja cBux miRNK y anenomy y nopehemy ca excrpecujom
miRNK y HOpMaHOj CITy3HHIIN.

Cu ucnutuBanu u excrnpumupanu nmwibHU read, CDKNIB, PTPN13, RND3,
SOX2 u ZEB2 Owinu Cy CHWXXKEHH y aJIcHOMY y mopehemy ca HBHUXOBUM CTaTycOM Yy
HopManuoj cay3nuin CRC-a NO, ocum ONECUT2 u TGFB2 rena, xoju cy Ounu
nosehano perynucanu. lltasumie, PTPN13, SOX2 u ZEB?2 renu uspaxeHu cy camo y 2
y3opka o1 10 y3opaka ajgeHoMma, Ia MpopadyyH CTaTHCTUYKE 3HAYajHOCTH HE Ou Ouo
onrosapajyh. Ykparko, CHUXeHa peryaiuja J0CTHIIIA je€ CTATUCTUYKY 3Ha4ajHOCT CaMo
y ciydajy CDKNIB (~ 2,3 myta, p = 0,015) u RND3 (~ 5,9 nyra, p < 0,001), oba
u3paxkeHa nuspHa reia miR-200b.

Pesynrtatu cy cymupanu Ha ciuiu 70.
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Cnmka 76. Excripecuja CBUX UCIIMTUBAHUX IIMJBHUX T'eHA y aICHOMY Yy iopehemy
ca eKCIIPEeCcHjOM LUJbHUX T'€Ha Y HOPMAJIHO) CIIy3HHIIH.

Takohe, npumMeTHIM CMO CTaTUCTUYKHM 3HA4ajHY, jaKy, HETaTUBHY KOpelalujy
u3mel)y excripecuje CDKNI1B 1 miR-200a (rs= -0,648, p= 0,043) rena y ageHoMuMma.

6.5 Excnpecuja miRNK 1 luX0BHUX IUJPHUX IeHa y a€HOMY ca ICEYJONHBA3H]OM Y

nopehemwy ca excripecujom miRNK 1 BbUXOBHX IIHJBHUX F'€HA Y HOPMAJIHO] CITy3HHUIU

Mann—Whitney TecT u ACq OTKPUJIN Cy CTaTUCTUYKH 3HAYAJHY TOPHY PETYIIAIH]y
miR-141 (14,2 nyta, p = 0,001), miR-200b (7,6 myta, p = 0,002), miR-200c (6,6 myTa, p
= 0,011) u miR-429 (28,2 nyra, p < 0,001) rena y ajgeHoMy ca NCeyJOUHBA3UjOM Yy
nopehemy ca IOMEHYTOM peryJaiujoM y 31paBoM TKHUBY ciay3Hule. Takole, mpuMeTuiun
CMO CTaTHUCTUYKH 3HayajHy ropwmy perynanujy PTPNI13 xon aneHoma ca
TICEYIOMHBA3H]jOM Y Iopehemy ca 0BOM perymarujoM y 3paBoj ciy3HUIM (2,5 myTa, p =
0,028).

Pesynraru cy cymupanu Ha ciukama 8a u 80.
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Cnuxka 8a. Excripecrja miRNK y agenomy ca nceynonnBasujoM y nopehemy ca
excnpecujoM miRNK y HopManHoj ciy3HuUIN.
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Cnmuka 86. Excrmpecuja HWJBHMX TeHa y aJ€HOMY ca TICEyJOMHBA3UjOM Yy
nopehemy ca ekcrpecujom MUJBHUX TeHa Y HOPMAJTHO] CITY3HHITH.
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6.6  Excnpecnja miRNK 1 BHMX0OBHX HUJBHUX F'€HA Y pAHOM KapLUUHOMY (MAIUTHU aJIcHOM) y

nopehemwy ca ecknpecrjom miRNK 1 BEUXOBHX IIHJBHUX T'€HA Y HOPMAITHO]j CITy3HUIU

Mann-Whitney tect m ACq OTKpWIM Cy CTaTUCTHYKH 3Ha4yajHy nosehany
perynanujy miR-141 (5,0 myra, p = 0,027), miR-200b (5,1 nyra, p = 0,016) u miR-429
(6,7 myta, p =0,029) rena y nopehemy ca HIOMEHYTOM pPEryJalijoM y paHOM KapLIUHOMY
ca 3IpaBUM TKHBOM CIly3HHIIE. Takohe, MPUMETHIM CMO CTAaTUCTHYKH 3HAYajHY
noBehany perynanujy RND3 y panom kaprimHomy y nopehemy ca 0BOM peryiianujoM y
HOpMaItHOj ciy3HuI (3,1 myra, p = 0,010).

Pesynratu cy cymupanu Ha ciaukama 9a u 96.
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Cmuka 9a. Excnpecwja miRNK y panom kapuuHOMYy (MaqurHU ajeHOM) Y
nopehemy ca excripecujom miRNK y HOpManHoj ciry3HULIH.
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Cnuka 96. Excnpecuja UJbHUX T'€HA Y PAaHOM KapLUHOMY (MaJUTHU aJ€HOM) Y
nopehemy ca eKCpecujoM HUBHUX I'eHa Yy HOPMAJIHOj CIIy3HHULIH.

6.7  Excnpecuja nopoaume miR-200 1 BeHUX IUJBHUX Te€Ha Y KapIuHOMY 0€3 HOMaTHUX
MeTacrasa y nopehemy ca ekcrpecrjom nopozauie miR-200 1 BeHNX NHJFHUX TeHa Y

HOPMAJTHO] CITy3HHIIU

Excrpecnja ceux miRNK Owia je moehano perymmcana y CRC-y NO y
nopehemy ca excripecujom miRNK y onrosapajyhoj HopmaiHoj ciry3HUIH, OcuM miR-
200a reHa, KOju je OMO CHWKEH; up peryiannja Ouia je CTaTUCTUYKH 3Ha4ajHa y CIIydajy
miR-141 (~ 1,7 myta, p = 0,019) u miR-429 (~ 3,7 nmyta, p = 0,041) rena.

Pesynraru cy cymupanu Ha ciunu 10a.
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Cnuka 10a. Excnpecuja miRNK y kapruuHomMy 6€3 HoalHuX MeTacTasa y nopehemwy ca
excpecrjoM miRNK y HopManHoj ciay3HuLM.

3a pasnuky on aaenoma, ucnutuBanu 1usbHu reHn CDKNI1B, PTPN13, RND3,
SOX2u ZEB2 6unu cy rope perynucanu y CRC-y NO, ocum ONECUT?2 u TGFB2 rena,
Koju cy Omn cHmkeHn.C TaTUCTUYKY 3Ha4YajHa moBehana perymanuja mpumehena je 3a
CDKNI1B(~ 3,0 nyta, p = 0,015) u 3a ZEB2 (~ 2,7 nyta, p = 0,011) rene. Pe3ynraru cy
cymupanu Ha ciuny 1006.
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Cmuka 100. Excrpecwja MUBHUX T€HAa y KapIMHOMY O3 HOJAIHHX MeTacrasza y
nopehermy ca eKCIPecHjoM NUJBHUX I'eHa Y HOPMAJTHO] CITY3HHUIIH.
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CrnupmaHoB koeduiujeHT Kopenaruje (engl. Spearman's correlation coefficient)
noka3ao je To aa je y CRC-y NO ekcnpecuja miR-200a rena Ouna y Kopenanuju ca
excripecujoM TGB2 rena (rs = 0,900, p = 0,037), CDKNI1B rena y kopenanuju ca miR-
141 (rs= 0,683, p = 0,042) renom 1 RDN3 ren y kopenanuju ca miR-200c (rs= 0,867, p
=0,002) renom. CBe kopenaije Omie cy HO3UTUBHE U JaKe WM BPJIO jake.

6.8  Excnpecuja nopoaute miR-200 1 ;eHUX HUJBHUX TeHA Y KapLUUHOMY Ca HOJJATHUM
MeTacTazama y nmopehemy ekecrnpecrjoM miR-200 v leHUX MUJPHUX T€HA Y HOPMAITHO]

CITY3HUITN

Excrpecnja cBux miRNK, ocum miR-200a rena, Ouia je moBUIICHO peryiMcaHa
kog CRC-a N+ y nmopehemy ca excripecujoM y oaroapajyhoj HOpMaiHO] CIIy3HHIIH; up
perynanuja Ouna je CTaTUCTUYKH 3HavajHa y ciaydajy miR200b (~ 19,4 myTa, p < 0,001),
miR-200c (~ 2,7 myta, p = 0,003) u miR-429 (~ 3,2 nyta, p = 0,006) rena.

Pesynratu cy cymupanu Ha ciunu 11a.
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Cmuka 11a. Exkcipecuja miRNK y kaprimHomy ca HomamHUM MeTacTazama y nopehemy
ca excripecujoM miRNK y HOpMaiHOj ciry3HUIIH.

Excnpecuja mubHux rena miRNK 6una je xereporenuja kog CRC-a N+ Hero koj
anenoma 1 CRC-a NO. PTPN13, ONECUT, SOX2 u RND3 renu 6unu cy moBHIIEHO
perynucanu, a TGFB2, ZEB2 u CDKN1B renu nokasanu cy cMamembe peryiannje Ko
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CRC-a N+ y nmopehemy ca MOMEHYTOM PETyJIardjoM KOJ OATrOoBapajyhux HOpMaHUX
ciy3Huna. CTaTuCTHYKa 3HAYajHOCT MOCTUTHYTA je camo y ciydajy CDKNIB (~ 1,5
nyta, p=0,017) u ONCECUT (~ 13,1 nyra, p = 0,018) rena.

Pesynratu cy cymupanu Ha ciuiu 116.
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Cnuka 116. Excrnpecnja muipbHHUX TeHa y KapIUHOMY ca HOJAJHHM MeTacra3ama y
nopehemy ca eKkCrpecHjoM MUBHUX IeHa Y HOPMAJIHOj CITy3HHUIIH.

CnupmanoB koeduiujeHT kopenaiuje (engl. Spearman's correlation coefficient)
noka3ao je ga cy miR -200a, miR -200c u miR -141 renu u3paxxeHu y HEraTUBHO]
kopenaiuju ca TGFB2 renom y CRC-y N+ (rs =-0,841, p = 0,005; rs =-0,765, p = 0,016;
rs =-0,668 , p = 0,049; pecieKTUBHO).

6.9 Excnpecuja miRNK u iuxoBux IMJbHUX reHa y aieHOMuMa y nopehemy ca

excnpecrjoM mMiRNK n BUXOBUX UJBHUX T'€HA Y KapLIUHOMHUMA

[IpuMeTnnu cMO CTAaTHUCTUYKHM 3HA4YajHy pas3liuKy y oOpaciuMma eKCIpecuje
nopoauiie miR-200 1 BUXOBUX MUJBHUX TeHA Kaja cy aaeHomu ynopehenn ca CRC-om
NO mn CRC-om N+. Yerupu miRNK paznuunro cy ekcripumupane uzmel)y ageHoma u
CRC-a NO i CRC-a N+ (miR-200a, p = 0,026 u p < 0,001, pecnektuBHO; miR-200c,
p=0,001 up <0,001, pecnektuBno; miR-141, p=10,007 u p < 0,001, pecriekTuBHO; MiR-
429,p=0,011 u p <0,001, pecniekTBHO), 70K je MiR-200b ren 610 pa3nUIUTO U3paKEH
camo u3mely anenoma u CRC-a N+ (p = 0,003).

Pesynratu cy cymupanu Ha ciuuu 12a.
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Cnuxka 12a. Excripecuja miRNK y anenomuma y nopehemy ca excrpecujom miRNK y
KapIIMHOMHMA.

3a pazmuky o miRNK, jennan miRNK muspanu reH, koju je OMO pa3induTo
u3pakeH m3mely agenoma m oba tuna kapauaoma, CRC-a NO u CRC-a N+, 6uo je
CDKNIB (p < 0,001 u p = 0,001, pecnextuBHo). Kon anenoma, takohe je npumehena
mudepeHnujanHa excripecuja y nopehemy ca ecknpecujom y CRC-y NO 3a ZEB2 (p =
0,034) u SOX2 (p = 0,046) rene, a y nopehemy ca excrpecujom y CRC-y N+ 3a
ONECUT?2 (p =0,006) u RND3 (p < 0,001) rene.

Pesynraru cy cymupanu Ha ciuny 126.
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Cnuka 126. Ekcrpecuja IMJpHHX TeHa y aJeHOMHMa y mopehemy caekcrpecujom
ONUJbHUX I'€HA Y KapIHHOMHUMA.

6.10 Excnpecnja miRNK 1 BUX0BUX IIWBHUX T€HA Y aJCHOMY Ca IICEyIOMHBA3H]jOM y
nopehemy ca excripecjom miRNK v EUXOBHX IIMJBHUX T€HA Y aIECHOMY H PAaHOM

KapLUHOMY

[TpumMeTniin cMO CTaTUCTHYKM 3HAuYajHy MOBUIIEHY peryianujy miR-141 (p =
0,051) 1 miR-429 (p = 0,030) rena y paHoM KapIuHOMY Yy Topehemy ca HBHUXOBOM
perynanmjoM y aJiecHOMy ca TiceyaonaBasrjoM. Crudan oOpasarl ekcrpecuje npumehen
je 3a PTPN13 ren (p = 0,019), nok je excnpecuja CDKNI1B rena y paHoMm kaprgHoMy
Owia peryircana Harope y mopehemy ca eKIpecrHjoM y aJIeHOMY ca ICeyI0MHBA3HjoM (p
=0,051).

Pesynratu cy cymupanu Ha ciukama 13a u 136.
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Cmuxka 13a. Excnpecuja miRNK y aneHomuma ca nceynoussasujoM y nopehemy ca
excripecrjoM miRNK y aneHoMy ¥ paHOM KaplUHOMY
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Cnuxka 136. Excripecuja MJBHUX Te€HA Y aJICHOMHMA Ca TICEYIOMHBA3HjOM y mopehemy
ca eKCIIPEeCHjoM IUJBPHUX TeHa Y aJICHOMY U paHOM KapIIHHOMY.
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6.11 Excnpecuja miRNK 1 BuxoBHX HMJPHHUX IeHa y KApUIMHOMY ca HOJJAJIHUM MeTacTa3zama
y nmopehemy ca excpecujom miRNK 1 BUXOBUX UJBHUX T€HA Yy KapLHHOMY 0e3

HOJaJIHUX METacTa3a

Excnpecuja miRNK 1 55UX0BUX IUJBHUX T€HA Y KAPLUHOMY HOPMAJIM30BaHOM Ha
HOpMasiHy ciy3Huny ymnopehena je mehycoono, ogHocHo CRC NO m CRC N+.
HcrnocTaBuio ce 1a HemMa 3HauajHe MpoMeHe y excripecuju ucnutuBanux miRNK m3mel)y
CRC-a N+ u CRC-a NO, ocum ekcrpecuje miR-200b rena.

Pesynratu cy cymupanu Ha ciuinu 14a.
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Cnuka 14a. Ekcripecrja miRNK y kapiimHoMrMa ca HOJaTHUM MeTacTazama y nopehemwy
ca excripecujoM miRNK y kapunHoMrMa 0e3 HOJJATHUX MeTacTasa.

Hurehu renu nopoauiie miR-200, ONECUT?2 nokazanu cy noBehame perynaiuje
y CRC-y N+ y nopehemwy ca perynarujom y CRC-y NO (p = 0,028), nox cy ZEB2 u
CDKNI1B renm mnokazaim cMmameme perynamuje y CRC-y N+ y mopehemy ca
perymamujom y CRC-y NO (p = 0,038 u p = 0,001, pecrieKTUBHO).

Pesynrtatu cy cymupanu Ha ciuiu 146.
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Cnuka 146. Excripecja mMJbHUX T€HA y KapIMHOMHMA Cca HOJAJIHHM METacTa3ama y
nopehemy ca ekcrpecHjoM HUBHUX I'eHa y KapIuHOMUMa 0e3 HOAATHUX MeTacTasa.

6.12 Excnpecuja nopoauie miR-200 1 BeHUX NHJBHUX TeHa y KapIIHHOMY ca CEPO3HOM
WHBA3MjOM U 0e3 cepo3He HHBasmje y mopehemy ca excrpecrjom npoauiie miR-200 u

HBCHUX LUJbHUX F€Ha Y HOPMAJIHO] CITy3HULU

Kopucrehu Willcoxon Rank Tect mnpuMeTWi M CMO 3HA4ajHy TOBUIICHY
perymamujy ONCECUT?2 rena y 11e10M TYMOPCKOM TKHBY y mopel)emy ca peryinamnmjomMm
y oarosapajyhoj HopmanHoj ciry3uauiy (p = 0.028). Hujenna qpyra miRNK, auta mRNK
HHUCY OWJie pa3u4yuTO eKCIpUMHpaHe. Y30pLu Cy MOJEJbEHU y JBE TpyIe, Ha OCHOBY
cTaryca cepo3He nHBasuje. Hucmo 3ana3unu OUTHE pasiuke y u3paxanamy cBuXx miRNK
y TYMOPCKOM TKUBY 0€3 cepo3He HHBa3uje y nopehemwy ca nu3paxanameM cBUX miRNK y
onrosapajyhoj HopmanHoj ciy3Huniu. Takole, oma3uin cMO ¥ TO Ja UUJbHU T€HU HUCY
OuITM 3HaYajHO U3MEHEHU. VIcTO BaXkH U 32 TYMOp ca CepO3HOM MHBA3HjOM.

Hame, kopuctunu cmo Mann-Whitney tect u ACq kako OM ynopeawiu
eKCIPECcHjy aHAM3UPAHUX TPAHCKPHIIATA Y CBUM HOPMAITHUM y30pIIMa CITy30KOXke (n
=33) ca y3opiuma CRC-a T2 (n =4), CRC-aT3 (n=14) u CRC-a T4 (n=15). Youwimu
CMO CTAaTUCTMYKHM 3HauyajHy mpomeHy ekcrpecuje 3a miR-429 ren y CRC-y T2 (p =
0,031), 3a ONECUT2 ren (p = 0,035) y CRC-y T3 u ONECUT?2 (p = 0,006), ZEB2 (p =
0,017) u SOX2 rene (p = 0,025) y CRC-y T4. CniunapmanoB Koe(pHIM]jEHT Kopemnalyje
nasbe je mokazao nmosesanoct excrpecuje ONECUT?2 rena uz HopManse ciy3Huie ca T2,
T3 u T4 CRC-a (Rho = 0.621, p = 0.001).
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6.13 Excnpecuja miRNK ¥ BUX0BUX HMIJFHUX IeHa y KAPIUHOMY Ca CEpO3HOM MHBA3HjOM U

KapuuHOMY 0e3 cepo3He WHBa3Mje

Habe, kopuctiin cMo Mann-Whitney tect 1 ACq 1a ynopeauMo eKCIpecujy
ananusupanux tpanckpumnara usmelhy CRC-a T2, CRC-aT3 u CRC-a T4. Youunu cmo
CTATUCTUYKHU 3Ha4YajHy mpomMeny u3pasa 3a PTPN13 (p=0,037) u ZEB2 (p =0,017) rene.

Pesynrtatu cy cymupanu Ha cinukama 15a u 150.

Exkcnpecuja y kapumHOMY, KOja j€ TPETXOAHO HOPMaJIM30BaHAa HA HOPMAIHO]
cny3nui (AACq), takohe je ymopehena n3mehy CRC-a T2, CRC-a T3 u CRC-a T4.
HcnocraBuiio ce na Hyje OMilo 3HaYajHUX MpoMeHa y ekcripecuju ucnutuBanux miRNK,
na o1 mRNK.
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Cmuka 15a. Exkcmpecuja miRNK y kapmuHOMuMa ca Cepo3HOM HMHBAa3HjOM |
KapImHOMHUMa 0e3 Cepo3He MHBA3H]eC.
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Cnuka 156. Excnpecwja muipHHX IeHa y KapIMHOMHMA Ca CEPO3HOM HWHBA3UjOM H
KapImHOMHUMa 0e3 Cepo3He MHBA3H]C.

6.14 Excnpecuja E-kagxepuHa u merosa kopenanuja ca excrpecrjom miRNK 1 mRNK

Cge ucriutuBane miRNK mnokasaie cy CHUXEHy peryiainmjy, JOK Cy CBU BbUXOBU
LIWJBHM T€HU MT0Ka3aJIy MOBUILIEHY perynaiujy y y3opuuma CRC-a, kajga ce ynopeae oHH
ca (hOKaJIHUM WM clabuM T'yOuTKoMm Oojema E-kajaxepuHOM ca OHHMMa ca O4yBaHUM
u3paxkaBambeM (HopMalHO Oojeme). CTaTMCTHUKM 3HauyajHa MPOMEHA Yy EKCIpPecHju
npuMehena je y cinydajy cBux miRNK (p = 0,036 3a miR-141, p = 0,003 3a miR-200a, p
= 0,014 3a miR-200b, p = 0,003 3a miR-200c, p = 0,034 3a miR-429), kao u y ciyuajy
SOX2 rena (p = 0,05).

6.15 Kopenanuje nuzmelhly miRNK 1 ;UX0BUX ITUJBHUX T€HA Y CBUM Y30pILIHMa

Youene cy Opojue kopenammje u3Mehy ekcrpecrje miRNK u ekcnpecuje
BUXOBUX IMJbHUX reHa. M3Henalyyjyhe, npumehene cy u kopenanuje usmely excripecuje
onpehennx miRNK u rena koju jour Hucy (yHKIIMOHAJIHO MOTBPhEHU Kao MeTa 3a Ty
onpeheny miRNK.

CBe youeHe Kopemaiyje CyMupane cy y tabenu 2.
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CDKNIB | ONECUT2 | PTPN13 | RND3 | SOX2 | TGFB2 | ZEB2 | E-
KaJXepuH

miR-200a | -0,360 -0,395 / -0,325 |/ / / 0,474
miR-200b |/ / / -0,384 |/ / / 0,400
miR-200c | -0,503 / / -0,337 |/ / / 0,484
miR-141 |/ / / -0,351 |/ / / 0,355
miR-429 |/ / / -0,347 |/ / / 0,363

E- / / / / 0,521 |/ / 1
cadherin

TaGena 2. Kopenamuja m3mel)y excrnpecuje miRNK u ekcripecuje mBHXOBUX IHUIBHUX

I'CHa.

Honatro, excripecuja miR-200b (rs = -0,499, p < 0,001) u miR-429 (rs = -0,287,
p = 0,014) rena Ouna je y HeraTUBHO] KOpelallMju ca TEKUHOM OoyiecTd (HOpMaiHa
ciny3nuua, ageHom, CRC NO u CRC N+). Kana cy y3opuu nosiesbeHu y camo Tpu rpyne
(nopmanna ciny3nuna, aneHom u CRC), npumehena je xopenanuja TexuHe 00JIECTH ca
excripecujoM Beher 6poja miRNK u muxoBux nuibHuX rexa, Haume miR-200b (rs = -
0,620, p < 0,001), miR -200c (rs = -0,401, p < 0,001), miR -141 (rs = -0,420, p < 0,001),
miR -429 (rs = -0,522, p < 0,001) u CDKNIB (rs = 0,377, p = 0,007), PTPN13 (rs = -
0,426, p=0,006) u RND3 (rs = 0,467, p = 0,016) rena.
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7  Juckycuja

KOHOpCKTaJ'IHa KaHICPOIrcHE3a: 0 HOpMAJIHE CIIY3HUIC 10 aICHOMA U
KapnuHOMa €Ca HOJAJIHUM METAacCTa3daMa 1 KapuuHOoMa 0e3 HOAAJTHUX
MeETacrasa

KonopekranHu KapiuHOM jenaH je ol Boaehux y3poka CMPTH IIOBE3aHUX cCa
MaJIMTHAM TyMOpuMa y cBeTy. Mako je MOpTajiuTeT MOCTYIHO OMaga0 y MHOTHM
3emsbama (58 — 60), mpubnmxkHo 60% nanujenata ca CRC-om he y BpeMe mocrtaBsbama
JMjarHo3e UMaTH JIOKAIUKO30BaHe, alli YAaJbeHE METAcTase, IITO j€ JIONI MPOTHOCTUYHU
napamerap (60). EMT mojaBuia ce ka0 BakaH MEXaHHM3aM y KaHIIEPOTCHE3H, alh HheHa
yimora y CRC-y ocraje camo nemumuano cxBahena. [Tormyna EMT oOudHO ce omaxka
camo y 100po KOHTPOJIMCAHUM €KCIIEPUMEHTAITHUM YCIIOBUMA, Ha ipuMep y henujckum
JUHHjaMa, oK ce peTko npumehyje kox xymanux tymopa (34, 61).

Y 0BOj cTyauju, MPETHOCTAaBUIM CMO Jia je TokoM KanueporeHeze CRC-a
uHAykoBaHa mapuujanHa (menumuuna) EMT. Jenumuuna EMT npumehyje ce kama
TyMOpcke henuje CTeKHy ME3eHXMMCKE KapaKTepHCTHKE, KOje Ce MOTY JIOKa3aTH
pa3IMYUTHM HMMYHOXHCTOXEMH]CKHM M MOJICKYJapHUM aHalW3aMa, ald HbHXOB
enuTelHU GeHoTurl (Mopdoiiorija) ocTaje u Jajke cauyBaH. Harie mperxomHe cTyauje
mokazajie ¢y TO Ja ymoTrpeba jeqHOT eNUTETHOT I ME3EHXHMAIHOT MapKepa WIIH
HEKOJIMKO WX, Kao anara 3a ananu3zy EMT-a y nenunu nuje npukiaasa (34, 36), crora
cMo kopuctuid Hekoiauko EMT mapkepa (E-kagxepun, nopoauna miR-200 1 BuxoBu
LIWJBHM T€HH) Y Kopenanuju ca henujckom mopdororujoM. Hammm pesynratu noapxasajy
XHUIoTe3y Koja ropopu o Tome Aa EMT urpa Baxny ynory y CRC-y u y ieroBom pasBojy
W HampeaoBamy, anu camo kao jaenuvmuuna EMT. Hama ananuza ykipyunBana je
HOpPMaJIHy CIIy3HUIy Jae0eyor IpeBa, aJeHOM, MaJWTHH aJeHOM, aJeHOM ca
nceynounBasujoM U CRC ca Honanaum Metactazama u CRC 6e3 HofaHuX MeTacTasa.
Takole, uctpaxxuiau cMo ekcrpecujy oBux mapkepa Ha CRC ca cepo3nom se3ujom u CRC
6e3 cepo3He UHBa3Hje.

VY 0BOj cTynuju, HajIpe CMO aHAIM3MPAIN €KCIIPeCcH]y YjJaHoBa nopojauie miR-
200 ¥ ’eHUX IMJbHUX T'eHa, KOjU Cy AEMOHCTPHPAHH Kao jeJaH O] KIbYYHUX peryjaropa
EMT-a y pa3nuuuTuM eKCIepUMEHTAIHUM U JbYJACKUM ctyaujama (34, 35, 61). dokas
nenumuyHe EMT unaykivje 1041aTHO j€ MOTKPENJbeH UMYHOXUCTOXEMHU]CKOM aHaINU30M
E-xanxepuna.
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7.1  HmyHoxucroxemmjcka excrpecrja E-xkanxepuna

I'y6urak excrpecuje E-kaaxepuna cmarpa ce obenexjem EMT-a. E-kanxepun,
KJbyYHU TPOTEHH 3a aJaxe3ujy henmja ca TpaHCMEMOpPAHCKUM MOJICKYJIOM, 4iIaH je
nopoauie (GyHKIMOHATHO IIOBE3aHUX TPAHCMEMOPAHCKUX TIIMKOMPOTEUHA, KOjH
nocpenyjy y Ca2+ 3aBucHoj wmehyhenujckoj anmxeswju. Anxesmja ce Tocpenyje
MHTEPAKIMjOM ca CyceqHHM henmjaMa Mpeko BUXOBUX N-TEPMHHATHHX €KTOJIOMAaHA.
[{uToruiasmMaTcku TepMUHAIHE pen E-kaaxepuna Besyje ce moceOHo 3a -KaTeHHH, KOjH
ce AMPEKTHO BEXKE 33 IIMTOCKEJICTHH aKTHH, IITO MOMaXKe MPU CACTaBJbamby CMUTEITHHX
hemujcknx mmoda. ['yOuTak meroBe ekcrpecuje uian (yHKIHUjEe yMambyje KOHTAKTe
henuja—henuja, mro moBoAM 10 HapymaBama Mehyhenujcke curnanusanuje, ajau He U 10
JMPEKTHE TpaHchopMalyje TyMmopa.

Y 0BOj CTyAMju, MUMYHOXHUCTOXEMHjCKa aHaiu3a E-kanxepuHa mnokasana je
dokaHu TyOuTaK WM OciabJbeHy eKcrpecHjy y aeny ucrnutanux agaeHoma u CRC-a,
mITo je OMyo y Kopenauju ca CMamkbeHOM PETYIIaljoM CBUX WIAHOBA MOpoauie miR-
200. CnruHO MPETXOJHUM CTyAHjaMa o ekcripecuju E-xaaxepuna (64), IpuMeTHIA CMO
Ia je 00jerme OYyBaHO Y HOPMAIIHOj CIY3HUIM W BehwHU ajeHoMa M KapIuHOMa, ca
npeosnal)yjyhom memOpaHo3HOM mMyHOpeakTuBHOIIhy. Mnak, y HEKOIHKO ciydajeBa
azeHoma (ageHoMu BUcokor crereHa) u Hekux CRC-a monwto je 1o gokanHor ryouTka
MMYHOPEAKTHBHOCTH. 3a Pa3IMKy O/ HAIIMX pe3yiTaTa, IPETX0/Ha CTy/IH1ja oKa3aia je
TO Jla HEMa pa3iiiKe u3Mely ekcrpecuje NpoTenHa y TyMOpHMa U ECKIIpecHje IPOeTHHA
y HOpPMaJlHO] cIy3HHUIM. MelhyTum, y Ipyroj cTyauju 00jaBJbeHO j& CIMYHO 3arakame
3amaxkamy MPEACTaBJbEHOM Y HAIllO] CTYIWJU M JI0OKa3aHO je To jaa ce E-kxamxepun
eKCIIPUMHUpPA y CBUM KOJOPEKTATHUM aJCHOMHMa M KapIUHOMHUMA, C THM Ja je y
MIOJIOBUHM CJTy4ajeBa 3aCTYIJbEH Ca CMAakEHOM eKcrpecujoM (65).

Hama crynuja crora cyrepuiie to 1a ce EMT unayKkyje TOKOM KaHIeporeHese
CRC-a Hu3oM perynamygja reHa mnopoaune miR-200, mTo pesyntupa ¢okaaTHUM
ryouTtkoM uinm cinabom ekcrpecujoMm E-kanxepuHa, Koja ce 4ecTO MOXE YOUUTH Yy
nenumuuno] EMT, y kojoj henuje mponasHo n00Mjajy MakCUMyM IUTACTUYHOCT H
MOCTU3KY XUOPUJIHU ENMUTETHU-Me3eHXuMaaHu ¢eHotun (66). Mako oBu pe3ynraTu
CHaXHO yka3yjy Ha u"aykuujy EMT-a y CRC-y, jenan kpurepujym 3a nornyny EMT
HUJ€ UCHYHEH, a To je Mopdosoruja. Kaga cMo U3BpUIMIM MUKPOCKOIICKY aHaIU3y
mopdomnoruje CRC-a u anenoma y mopehemy ca uMyHoxucroxemujom E-kamaxepuHa,
OTKPHWJIM CMO JIa Cy CBH CJIy4ajeBH 3aJIp>KaJIi EMUTEIIMOUTHY MOP(]OJIOTH]Y, YaK M OHHU ca
cMmameHoM ekcripecujoM E-kanxepuna. Hujenan ox ucnutuBanux agenoma mim CRC-a
HUje UMao Mopdosorujy BpereHacTux henmuja, OO y HEHTPAJHUM JIeJIOBUMA MM Ha
uHBa3uBHOM (ponTy. CnojeBu henmja—henuja mosesyjy enutenHe hemnuje, koje cy
MOJIApU30BaHe W PA3UKyjy emuTeN o Apyrux TkuBa. HacympoT Tome, Me3eHXMMCKe
henwje HUCY Mosapu3oBaHe u He Tocenyjy hemujcko—henujcke Beze. OHe cy, cTora, y
CTamy Jla MUTPHUpPajy Kpo3 BaHheNnnjcKu MaTpUKC, HHBAUPA]y OKOJIHO TKMBO U OYNPY
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ce anonTo3u. Y Toky KommuietHe EMT, enurenne henuje moaBprapajy ce ONCEKHUM
npoMeHama, ry0e TmoilapuTer, Kuuajy cee3e henuja—hemmja (Tj. TyOHMTaK
¢ynkunonannor E-xanxepuHa) M peopraHusyjy CBOj IIMTOCKENET, LITO Pe3yiaTHpa
IPOMEHOM MOP(hOJIOTHje ¥ HACTAHKOM BpeTeHacThX henmja. CBe oBe IpOMEHE JTOBOJIC
0 pasnBajamba henuja uw moBehama BHHUXOBE IMOKPETIHUBOCTH, MOCEOHO henmuja Ha
nHBa3uBHOM (ponTy (9, 61, 67 — 73).

7.2 Onpehenu mapkepu EMT-a cy ucnoj rpaHuiie 1eTeKIuje

VY Haioj cTyauju, HUCMO MOTJIM OTKPUTH eKkcrpecHjy oapehennx EMT mapkepa.
[IpBo, HuUCMO ycnenu aa oTkpujeMo ekcrnpecujy miR-205 rena y y3opuuma TKUBa
HOpMaliHe ciy3Hule paebenor npeBa, aneHoma uiau CRC-a. Mako mnocrtoje Heke
o0jaBibeHe cTynuje o ekcrpecuju miR-205 rena y excnepumentanaum moaenuma CRC-
a, CaMo Cy HEKe OJ1 BbUX OIHCcaJle eKCIIPECHjy OBOI T€Ha y y30pLuMa TKUBa NalujeHaTa
ca CRC-om (74 —76). Y cBuma tiM crynujama, miR-205 ren 6uo je CHUKEH, IeTEKTOBaH
Ha CBEXE CMP3HYTHM TKHBHMA.

Unanou nopoauue miR-200 reHa mocMaTpaHu Cy HE caMO Kao pEryiaropu
EMT-a, Beh u xao perynaropu tpanckpunuuonux gaxropa EMT-a, na npumep ZEB1 u
ZEB?2 renu. Mehytum, ZEB1 ren Ouo je ucno rpaHulie IeTeKIrje y HAlllUM Y30pLuMa,
1ok je ZEB2 ren 6uo u3paxes. Y cinydajy EMT tpanckpunuuonux (akropa, mocToju
Mmoryha pasiuka y MpOCTOPHO-BPEMEHCKO] €KCIIPECHjU, y 3aBHUCHOCTU O]l KOHTEKCTa
TKMBa U TUMa Tymopa (61). UnanoBu ucre nopoauue ¢akropa tpanckpunuuje EMT-a
MOTy YaK UMaTu ¥ aHTaroHucTuuke ¢pyHkunuje. Hagame, mokasaHo je To Ja je akThuBaluja
O0mI0 Kojer mojeauHadyHor TpaHckpunmujckor ¢aktopa EMT-a noBosbHa na m3asose
nenumuuny/HenotnyHy EMT, a oncyctBo cniennguunux gpakropa tpanckpunuuje EMT-
a He MOXe ce cMmarpatu jokazoM oxacyctBa EMT-a (77). Takohe, Hucmo ycmenu na
oTkpujeMo nuibaHu reHe miR-200b u WAVE3, ykibydeHe y peMojenupame
IIUTOCKEJIEeTa aKTHHA, KOJU y4ecTBYje y KOHTpousin obsnka henuje (78).

7.3 Topoaua miR-200 u meHu 1MbHU reHH Y ajieHoMy y riopehemy ca mopoauiom miR-

200 ¥ mweHuX U/BHUX TeHA Y HOPMAJIHOj CITy3HHUIIU 1e0esIOoT peBa U KapIiuHOMY

IIpema Tteopuju Hactanka CRC-a, Tj. cekBeHIa aJeHOM—KapIHHOM,
KOJIOpEKTaJlHa  KapIUHOIeHe3a  YKJbydyje  JABa  Kopaka:  TpaHcpopmauujy
KOHBCHIIMOHAJIIHOT aICHOMA Y paHU KapIWHOM W MHBA3HWBHU pacCT paHOT KapuuHOMa 10
CRC-a. Nako ce perko o0jaBspyjy anammse ekcrpecuje miRNK y komopexramnum
aJiecHOMUMa, J1oAaTHe nHpopmanuje o aucperynupanoj ekcrnpecuja miRNK tokom oBux
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nporpecuja moriie 6u Omtu on momohm 3a maeHtudukamujy ymnore miRNK y oBoj
cekBeHIu (79).

JenHo on orpaHuYema Halle CTyIdje j€ Pa3IM4uTOCT, Tj. HeMoryhHOCT
ynopehuBama ekcrnpecuje u3mely ageHoma, CRC-a u Hopmanmue ciysnwmie. Kon
UCIUTHBAHUX aJICHOMa, KOJU Cy YIJIaBHOM OJICTPameHH EHJIOKCOICKH, HOpMajiHa
CIIy3HHMIIa YECTO HU]j€ MPUCYTHA WM j€ IPUCYTHA y BPJIO MaJIUM KonnuuHama. Hacynpot
tome, ko manujerara ca CRC-om nebenmo mpeBo je pecenupaHo W CBU pecelrpaHu
y30pLHU caapKaiu cy HopManHy ciny3HuIy. CBaku y3opak CRC-a crora je ymopehen ca
oJroBapajyhoM HOpPMaJHOM CIy3HHMIIOM, KaO y30pIH YIIAPEHOT TKHUBA, Kopuirhemem
Willcoxon Rank tecta. Hacympor Tome, ajgeHomu cy ymnopehuBaHH ca HOPMaIHUM
y30pIHMa ciy3Huie pecerupanux y3opaka CRC-a, kao He3aBHCHE Trpyle y30paka,
kopuctehu Mann-Whitney Tect. Paznuka y reHeTCKOj 1M03aJuHu, KOjy Tpeba YKIOHUTH
nopehemeM ymapeHuX y3opaka TKHBa, MOIJIa OM JIOBECTH 10 BapHjaluje y MpOICHH
IIPOMEHA y eKCIIpecHju aieHoMa y nopehemy ca eKCIpecujoM y HOpMaaHO]j CIy3HHIIH.

Jlpyro orpaHWuYeme OJHOCH CE€ Ha ,,HOPMAJHE Y30pKe, KOjH BpPJIO HYECTO

NpeCTaB/bajy 3HauYajaH MpoOieM y JbYACKHM HCTpaxuBamuMma. [lomrTo ce 3apaBo
neberno peBo He pecenupa, He MOXKe ce TOOUTH 3auCTa HOpMallHa CIy3HHMIA. Y HAaIIoj
CTYIUjH, ,,HOPMAJIHU " y30pIIK y3eTH Cy HajMame 20 cm y1ajbeHOCTH Off TYMOpa U HUCY
MOKa3aJl MUKPOCKOIICKe abHOpManmHocTU. Mel)yTum, reHeTcKe U MpoTenHCKe adepalinje
MOry OWUTH MPHUCYTHE y MOPQOIOUIKH HOpMaNHO] ciy3HUIM (80), nako ce YMHU Majo
BepoBatHUM 1a ce EMT aktuBupa y TakBum y3zopuuma. Ctora, BepyjemMo Ja ce, yrpKoc
onpeheHuM orpaHndemHUMa, OBH Y30pLIK MOTY KOPUCTUTH Kao OAroBapajyhu KOHTPOIHH
Y30PIIH 32 MPEBA3HIAKEHHE PA3INKa Y TeHETCKO] 033 HHH.
[ltaBumie, nopea Tymopa, pasHe uHdIamatopHe 0ojaecTu, HHPAPKT UTA., MOTY Takohe
OuTH WHAMKAIMja 3a omepamujy aedenor mnpea. Mehyrum, mpuiamkoM mpoydaBamba
EMT-a, oBU y30piu He OM MOTITU OUTH IPHUKJIATHU, OJTHOCHO HE OM UX MOTJIH KOPUCTUTH
Kao T3B. ,,HOpMajHe* KOHTpOJHE y3opke, Oyayhu na ce EMT moske akTUBUpPATH U KOJ
OBHUX OOJIECTH.

Haire ncrpakuBame mokas3aio je To 1a Cy CBM wiaHoBH nopouiie miR-200 rena
uMaiy rnosehany ekcnpecujy y aeHoMHMa y nopehemy ca ekcrpecujoM y HOpMallHOj
ciay3Hun. Y nurepatypu, 3a pasnuky oa CRC-a, mocroje orpaHWyeHd MOJAIU O
excripecuju nopoauie miR-200 reHa y KoJopekTaaIHUM aIeHOMHMa, a peTKe 00jaB/beHe
ctyauje nokaszane cy To ga miR-200a u miR-200c reHn HUCY 3Ha4ajHO MPOMEHEHU Y
TKHMBY a/IecHOMa Yy niopeljewy ca TkuBoM HopMainHe ciny3Hule (81). Behuna nnpHux rena
(CDKNI1B, PTPN13, RND3, SOX2 u ZEB2) Ouna je cHXeHa y afieHoMY y nopehemy
ca HMBOMMa perylalyje OBUX reHa y HopMmaiHoj ciay3nuiu. [llrasume, PTPN13, SOX2
u ZEB2 reHu mokasanau Cy JAETEeKTaOMJIHY eKCIIpecHjy caMo y JBa ciydaja O] JIeceT
ciyuajeBa ajgeHoMma, 10k cy ONECUT2 u TGFB2 renu Ouiu MOBHILIEHO PETYIMCAHU.
[TocTtoje orpaHMyeHU NOJAIM O EKCHPECUju IUBHUX reHa mopojuie miR-200 y
KOJIOPEKTAJIHOM aJIeHOMY, a IpeMa HallluM ca3HambHMa, J0 caja Cy UCTPaKMBAHU CaMo
CDKNI1B u SOX2 renu, uckipyuyjyhu cTynuje o AMCILIACTUYHUM Jie3HjamMa KOJ
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uH(IamMmaTopHuX OosiecTH peBa. iMmyHoxucroxemujcka ananuzasza SOX2 reHa nokasasia
je TO Ja je M3pakeH y MamWHU CllydajeBa aJIeHOMa M CBU Cy OWIIM ca JIUCIUIa3UjoM
BUCOKOT ctenieHa (82, 83). CnuvHo, Ba ciiydaja MpecTaBibeHa y OBOj CTYIHUjH, KOja Cy
nokazana ekcrpecrjy SOX2 rena (takohe nokasyjy excripecujy PTPN13 u ZEB2 rena),
OWJTH Cy aJICHOMH Ca JIMCIUIa3HjOM BHCOKOT CTEIICHA.

Hamm pesynraTh, cTora, yka3yjy Ha TO J]a HHBEp3Ha eKcIipecuja mopoauie miR-
200 u ZEB2 rena moxe aonpuHeTd nudepernujanuju/mponudepanuju henmja, Takohe,
TOKOM KOJIOPEKTaJTHE KaHI[EpOTreHe3e, Kao mTo je Beh omucaHo y ciydajy HeypoHa (84).
CDKN1B ren uspaxeH je y CBUM cllydajeBUMa ageHoMa; Mehytum, 06jaBibeHN TIoaIu
orpanndenu cy u npema mrumMa CDKN1B ren Huje uspaxen y npubdmmkno 20% ageHoma
U KapuuHoMa (85) 1 BeroBa eKcIpecHja He Meba ce 3Ha4ajHO TOKOM CEKBEHIIE aJICHOM—
kapuuHoM / iporpecuje y CRC (86).

Jenunu reH koju je 6Mo y Kopenauuju ca cBUM ucnutuBaHuM miRNK Ouo je
RND3, Ttakohe mo3nar kao RhoE. RND3 ren urpa kjpbyuHy yJory y 3aycTaBJbamby
muctpuOynuje henmujeckor mUKITyca, WHXHOMpamy henmujckor pacta W H3a3HBABY
amonro3e u qudepeHrjanyje u yKJbydeH je y mpolece, Kao mTo ¢y mpoiaudepannja u
MHUTpanyja Kpo3 mnpeypehuBame mutockenera. Mako ce 4umHM Aa je OBaj NMPOTEHH
Pa3IMYUTO MIPOMEHHEH Y 3aBUCHOCTH 0J1 KOHTEKCTa TyMOPa, MOKa3aHo je TO J1a abepaHTHa
excnpecuja RND3 rena moxe 6utu Bosiehu y3pok MeTacTasa TymMopa U pe3ucTeHIMje Ha
XEMOTeparnujy, a Moke OUTH U T'eH ca MPOTyMOypUreHoM ynorom (87, 88).

CXOJJHO peyeHoM, y TyMOpPY U CYCEIHUM HOPMaJTHUM TKHMBUMA Y30pPKOBaHUX O]
202 mammjenta ca CRC-om, ykpydyjyhu 80 HomamHMX MeTacTasa, aHaJU3UpaHa je
excripecja RND3 rena nmomohy nmyHoxuctoxemuje. M3paxkaBamwe oBOr reHa ouio je
3HAYajHO TOBE3aHO ca JyOMHOM WHBa3Wje, MeTacra3aMa y JIMM(GHUM YBOPOBHMA H
ynajbeHUM MeTactazama. OHO IITO je HajBaXHH]E, NMPEKUBJhaBambe 0e3 0oyiecTH U
YKYITHO TPEeXHBJbaBalkbe OWIM Cy 3HAaTHO HMXHM 3a manujeHTe ca RND3 no3utuBHUM
TyMopuMa, Hero 3a nanujerre ca RND3 neraruBaum tymopuma (89).

Kanma ce ymopenu ekcnpecuja mopomuiie miR-200 rena usmely CRC-a u
HOpMaJiHe ciy3HuIe, ocuM miR-200a, ecknpecuja cBux octanux wiaHoBa miR-200 6una
je noBehana. Ekcripecuja nuspHUX reHa Ouiia je paznuuurta usmel)y excripecuje y rpynama
CRC NO u CRC N+. MoxJa je npuian4Ho nHTepecaHTHa 6una perynanuja ONECUT2
reHa, Koja yKa3yje Ha HeroBy MOTEHIIM]jalHy yiory y nporpecuju CRC-a.
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7.4  Ilopomuna miR-200 1 meHM LUJBHU F€HU Y KapIIMHOMY Ca HOJAJTHUM MeTacTa3ama y
nopehemy ca nopoauom miR-200 1 leHUX UUJPHUX Te€HA Yy KapIUHOMY 0€3 HOATHUX

METacTasa

Cwmarpa ce n1a je cMameHa peryinanuja nopoaure miR-200 rena y kopenanuju ca
ryOMTKOM enuTena u nosehameM GEeHOTHIIA CTMYHOT ME3CHXUMY Y TIpe/ielly MHBAa3UBHOT
Jiena, To JoBoau 1o noBehane nHBa3MBHOCTH TyMopckux henunja CRC-a, nonpuaocehu
TAaKO MWIPAlUjU Kpo3 BaHNEIMjCKHM MAaTPHUKC, KOJOHHM3AlMju JUM(QHOTr YBOpa H
MeTactarckoM norenunujary (90).

Jenan ox HajBaxHHjux acrekara CRC-a cy meroBu MeTracTaTCKy KamaluTeTH.
Crora cmo ananuzupanu gonpuHoc EMT-a pa3Bojy uBopHux meracrasza. C 063upom Ha
TO Jla WHBa3MBHA CBOJCTBA M METAacTaTCKU MOTEHIMjall HHUCY EKBUBAJIECHTHH
dbyukmonanuu uspasu (77), ynopeaunu cMo ciaydajeBe CRC-a 6e3 HomamHuxX MeTacTasza
U OHE Ca HOJAIHMM MeTacTa3ama. Hamuim cMO CTaTUCTHYKU 3HA4YajHy TOpHY up
perymamujy miR-200b rena y CRC-y ca HomamHuUM MeTacrazama y mopehemy ca up
perynamjom CRC-a 6e3 HomanHuMx Meractasza, mro uMiumnupa yiaory miRNK m,
BepoBatHo, EMT-a y mporpecuju CRC-a. OBo 3amakame W youeHa IMOTEHIHjaTHO
nHBazuBHa ynora miR-200b rena y CRC-y cyrepumy Ha pompunoc miR-200b
WMHBa3uBHUM U MertacTarckuM cBojctBUMa CRC-a. Excnpecuja miR-200b u miR-429
reHa Takole je 6una y kopenanuju ca pTHM ¢azom CRC-a, mTo nasse cyrepuiiie lbuXoBy
ynory y nporpecuju CRC-a.

VY nmpenxonHuM cTyaujama, 00jaBibeHo je To aa 6u 1 miR-200b u miR-429 renun
Moriau jfonpuHeTd meractatckoMm noreHuyjary CRC-a (91 — 93), mraBuie, nosehana
perynairja miR-141 rena nonpuHOCH pa3Bojy yAaJbeHUX MeTacTasa y paky nojke (94 ).
VY wnamoj cryauju, ucrpaxuBanu cmo nusbHe rene CDKNI1B, ONECUT?2, PTPN13,
SOX2, GTFB2, WAVE3, ZEB1 u ZEB2 u3 nopoauiie miR-200. 3aHUMIBHBO je TO Ja Cy
camo CDKNI1B, ONECUT?2 u ZEB2 uusbHu renu paznuuuto uspaxenu y CRC-y 6e3
HOJAJIHUX MeTacTasa y nopehemwy ca muxoBoM u3paxenourhy y CRC-y ca HogamHuM
metactazama. ZEB2 u CDKNI1B nussnu cy renn nopoauiie miR-200b, 3a koje ce Bepyje
Ja uMajy ynory npomoBucama Tymopa y CRC, a ONECUT?2 je unsbHU reH nopoauie
miR-429. (95). Y nperxonHoj cTtynuju nmokasaso je To na kojgq CRC-a ryOurtak npotenHa
p27, xogupan ox ctpane CDKN1B rena, BepoBaTHO MPOMOBHIIIE METACTa3e Y JIUMGPHUM
YBOPOBHMA M KOpETUpa ca JIOMoM porao3zoM (96).

Hame 3anaxame y onnocy Ha CDKNIB ren y ckmany je ca HpeTxoaHO
00jaBJHLEHOM CTYZIMjOM, Y KOjOj j€ MOKa3aHo To Ja je cMameHa ekcrpecruja CDKNI1B rena
y Kopemauuju ca JjomoMm nporHozoMm 3a mnamujente ca CRC-om. Kopuctehu
eKCIepUMEHTaIHE MOo/Iese, T0Ka3aHo je To 1a miR-429 ren nonumraa EMT nnaykoBan
TGF-B omerajyhu ONECUT2 ren y henujama CRC-a (97). Mehyrum, npema Hammm
ca3HawuMa, OBO je mpBU u3BemrTa) o ykbydyeHocth ONECUT2 rena y Jbyacku
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metactarcku noreHuujain CRC-a. Hacynpot Tome, Beh je o6jaBibeno To na ZEB2, xoju
je jemaH oa MpBUX HACHTU(PHKOBAHMX IWBHHU reHa mopoaurie miR-200, mpomosuiie
METACTaTCKH MOTEHITMjall TyMOpa U KOpelMpa ca JIOMIOM MporHo3oMm 3a pa3soj CRC-a
ko1 Jbyau (98 — 100). Youunu cMo naBep3Hy excripecrjy miR-200b u ZEB2 rena y CRC-
y ca HOJAJTHUM MeTacTazama y mnopehemy ca muxoBoMm ekcrpeuujoM y CRC-y 6e3
HOJAQJIHUX METacTasa, IIITO JJOJaTHO MOprKaBa MPETIoCTaB/beHy HHTepakinjy ZEB/miR-
200 rena y kanneporenesn CRC-a (100).

7.5 AJCHOM ca ICeyAONHBAa3HjOM

Yopkoc 1006po nedpuHucaHuM MOPQOIOMIKKUM KPUTEpHjyMUMa 3a aJeHOM ca
NICEYJJOMHBA3UjOM U aJ€HOM ca HWHBa3HWjoM, IIOCTOjU 3HauyajaH Opoj Je3uja ca
JBOCMHCIICHUM KapaKTepUCTHKaMa, KOje IOBOAE M0 pPAa3IMUUTHUX AHjarHOCTUYKUX
MUIbekha Mehy natonozuma (16, 101). YV cBpxXy pasnukoBama THX Je3dja — aieHoMa ca
eMHUTETHOM TIIOTPEIIHOM IIOCTaBKOM (IICEYAOMHBAa3Wja) M aJeHOMa ca paHuM
KapuuHOMOM (TIpaBa WHBasWja), NOTpeOHH Cy Omomapkepu. VY Hamoj CTyIuju,
NPETIOCTaBIIIM CMO J1a je aJICHOM Ca TICeYIOMHBA3H]OM T€HETCKH CIIMYaH aZicHOMY, a Ja
je aZeHoM ca paHUM KapUWHOMOM CIIMYaH aJCHOKapUUHOMY. AHAJIH3UPATH CMO
ekcripecujy nopoauiie miR-200 1 leHuX HUJBHUX TeHa Y aICHOMY ca TICEyJOMHBAa31jOM
y nopehemy ca BUXOBOM €CKIIPECH]OM Y aICHOMY U aJIeHOMY Ca PAaHUM KapLHHOMOM.

[IpunuuHO je 3aHUMJBMB HaJla3 CTATUCTUYKHU 3HadajHe down perynanuje miR-
141, miR-429 u PTPNI13 rena u mnosehane perymanumje CDKNIB rena y paHom
KapLMHOMY y nopehemy ca NMOMEHyTHM peryianujamMa y aJeHOMHMa ca EIHUTEIHOM
MOTPEIIHOM TMocTaBKoM. Takohe, mpuUMeTunu cMo cMameme peryinanuje miR-200c u
miR-429 u nosehawe perynanuje CDKNIB u RND3 rena y paHoMm kapiuHoMy y
nopehemy ca MOMEHYTHM peryianujama y afgeHomy. Hagame, OTKpUIM ¢MO CMambehe
perynauuje TGFB rena u nosehame perynanuje RND3 u CDKNI1B rena y anenomy ca
IICeYIOMHBA31jOM y nopehemy ca MOMEHYTHUM peryianyjama y aleHoMY.

7.6  KapumHoM ca cepo3HOM HHBA3HjOM

Haj3nauajuuju npornoctuuku ¢akrop y CRC-y je THM craaujym ycnoctaBibeH
y CKJIaay ca perynanujama nocraBibeHnuM off ctpane [UCC-a u AJCC-a. Ctora THM uma
KJbYUHY yJIOTY y TepanujckoM JoHomewny oqryka o CRC-y. CRC je noaesbeH y 4eTUpu
¢aze, npema nyounu unBaszuje y 3un upesa (T1-pT4a-b), rne T4 CRC uma Hajmame
NOBOJhAH MCXO/I ca HajBehuM cTornama MeTacrasa. bynyhu na je 3axBarame cepose BaxkaH
HeratuBaH nporHoctudku gakrop y CRC-y, kibyuHo je pa3nukoBame T3 u T4a CRC-a.
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Hama cryauja nokasana je nocreneno nosehame ekcripecuje ONECUT?2 rena ca
HopManHe ciysHuue Ha pT2, pT3 u pT4 tun CRC-a. Ocum Tora, NpUMETUIN CMO
CTaTUCTUYKHU 3HAYAJHY pa3iuKy y ekcripecuju miR-429, ONECUT2, ZEB2 u SOX2 rena
y HajMame jeqHoM CRT cramujymy y OJHOCY Ha HHUXOBY €KCIPECH]Y Y HOPMAIIHO]
CIIy3HHUIIH.

[Topen Tora, mocrojana je 3Ha4ajHa pasznuka y ekcrpecuju PTPN13 u ZEB2 rena
uzmel)y pT2 u pT3 tuna CRC-a u CRC-a ca cepo3nom unBazujom (pT4a).

Hamm pesynratu npyxajy aokase Tora aa je EMT ykibyden y nporpecujy CRC-
a, ykIbyuyjyhu u cepo3ny unBasujy. Cmamena excrpecuja PTPN13 rena y Hanpennom
CRC-y yka3yje Ha MOTEHIHjaJIHy Cynpecopcky yiory Tymopa PTPNI13 rena, 6apem y
MOTJIe/ly Cepo3HE MHBA3Mje.

7.7  llopomumna miR-200 1 XeTeporeHoCT KOJIOPEKTAITHOT aIeHOKapIITHOMA

Ynopeawim cMo ekcripecujy nopouiie reia miR-200 y neHTpaTHuM JeioBuMa
TyMOpa U UHBa3UBHOM ()POHTY U OTKPUJIM BbUXOBY CHH)KEHY PeryJalujy Ha HHBa3UBHOM
dponty y 73% ciyuajeBa. Mehytum, pasnuka je 6una 3HauajHa camo 3a miR-200b reH.
Ogaj Hana3 nonatHo nojapkasa konuent ITH-a, yak u Ha HUBoy miRNK (36). Y1Bpheno
je na je miR-200b cren mameH y henujama mynospaka Tymopa (engl. tumour budding) Ha
uHBa3uBHOM QpoHTY y 71% ciyuajeBa (102) u Bepyje ce a MMa yjaory NpoMOBHUCamba
tymopa y CRC-y, mussajyhu RND3 u CDKN1B rene (34).

[Topen miR-200b rena, HekoJWKO 00jaBJLEHUX IOJaTaka, Takohe, omucyje
cMameHy ekcrpecrjy miR-200c reHa Ha MHBa3MBHOM JeNy TymMOpa Yy METacTaTCKUM
ciyuajeBuma CRC-a (102 — 104). ITopen Tora, oTkpuBeHo je Aa cy miR-200a, miR-200b
1 miR-200c renu Takohe CHIKEHO peryincaHy Ha MHBa3sUBHOM (ppoHTy ciayyajeBa CRC-
a, ca JierpagupaHoM 6azaaHoM MemOpaHoM (90), anu y IuTeparypu MocToje OrpaHUYeHU
nojanu o excupecuju miR-141 u miR-429 rena Ha naBazuBHOM ppoHTy. CMatpa ce 1a
je cMameHa perynaiyja nopoauiie miR-200 rena y kopemnaiuju ca ryOUTKOM €MUTEITHUX
KapakTepHuCcTHKa U oBehameM (heHOTHNa CTMYHOT ME3EHXMMY Ha HMHBAa3UBHOM (DpOHTY,
mto AoBoau 1o nosehane naBazuBHocTH henja CRC-a, nonpunocehn Tako Murpanuju
KpO3 eKCTpaleiayJapHU MaTpUKC, KOJOHU3AIMjU JTUM(HOT YBOpa M METAacTaTCKOM
norexujany (105).

[TocToje orpanMyeHH mojaany O eKCHpecHju Koaupajyhux u/mnm Hekoaupajyhux
reHa Ha UHBa3UBHOM (DpoHTY y mopehemy ca BHUXOBOM €KCIIPECH]OM Y IIEHTPY TyMopa.
[Iperxomue crymuje (90, 104) m Hamm Hana3W yKaszyjy Ha TPaIUjEHT EKCIIPecHje
nopoauiie miR-200 rena y Be3u ca ITH. Mehytum, HenaBHe myOiukaiiyje u3BemTaBajy
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o ITH-y yrmaBHOM y KOHTEKCTy MyTaluje, Bapujaluje Opoja Komuja U cTaryca
metunanuje (106 — 108). ITH yxipyuyje npocropau u Bpemencku ITH, mopdonomku
ITH, xknonanuu ITH (u3BeneH u3 renoMmcke HecTabuinHocTH) 1 HekioHcku ITH (u3Benen
W3 MHTEpaKIMja y MUKPOOKpyxewy). [lomro ce Bepyje ma je ITH ycko moBesan ca
MIPOTPECHjOM PaKa, PE3UCTCHIIM]OM Ha TEParujy U PEIUANBOM, BAXKHO j€ y3€TH Y 003Up
paznuuute Bpcre ITH-a mnpunukoMm ucTpaxkuBama MexXaHUM3aMa IpOrpecHuje paka,
MporHo3e U MoryhHoctu jiedyema (36).
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8 3akipyuak

[Tpu nopehewy excnpecuje nopoauie miR-200 1 BUXOBUX IUJBHUX T'€HA Y aICHOMY
u CRC-y ca Honamaum Meractazama 1 CRC-y 6e3 HolaTHUX MeTacTa3a OTKPHIU CMO JI0
Tpu obpacua. [IpBu oOpazar npumehen je xox ajgeHoma y mopehemy ca HOpMaIHOM
CIIy3HUIIOM; IpYTH U cynpotaH npBoM npumehen je y CRC-y y mopehemy ca ameHOMOM;
Tpehu obpasan mpumeher je y ciaydajeBuma CRC-a ca HOmamHMM MeTacTa3zama.
3anumibuBO je na cy cBe mcnuTuBaHe MiRNK Owune cHmwkeHe y ciiydajeBUMa ca
CMameHOM eKcIpecHjoM E-kajaxeprHa W yrilaBHOM Cy OWJie CHMKCHE HAa WHBA3UBHOM
¢poHTy y opehemy ca lUXOBOM EKCIPECH]OM Y LIEHTPATHUM JIelIoBUMa TyMmopa. Hamm
pe3ynTaTH, cTora, yKazyjy Ha To aa je mapuujaaaun EMT najpeneBantauju EMT o6nuk y
CRC-y.

[Topehemem excripecuje nopoauie miR-200 1 BUXOBUX IUJFHUX T'€HA y aJICHOMY ca
IICEyIONHBA3HjOM U PAaHUM KapIMHOMOM IIOKa3aHO j€ CMamEHhE Peryaiyje HopoaunIe
miR-200 u PTPN13 rena u nosehame perynamnuje CDKN13 rena y panom kapiuHoMy y
nopehemy ca HOMEHYTHM peryjianyjamMa y aJeHOMOy M aJeHOMY ca IOTPEIIHUM
nocraBJbambeM enutena. Hamm pesynratu y ckiagy cy ca IpeTHOCTaB/bEHOM YJIOTOM
EMT-a y nporpecuju ageHoma y panu CRC.

[Mopeheme excrpecuje nopoaune miR-200 1 BUXOBUX IMJFHUX T'€HA Y KapLUHOMY
ca CepO3HOM WHBA3HjOM U HHUXOBE EKCIIpPECcHje y KapIuHOMy 0e3 cepo3He HWHBa3Hje,
takohe je y ckinany ca yksbyunBameM EMT-a y mporpecujy CRC-a. Ocum Tora, cMameHa
excripecrja PTPN13 rena y nanpennom CRC-y yka3yje Ha BeroBy NOTEHLIU]aJIHY YJIOTYy

Kao cyrmpecopa TyMopa.
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Ooépazay 1

H3JABA AYTOPA O OPHITHHA/THOCTH JOKTOPCKE [JHCEPTAIIHJE

Ja, Bpanucnasa Pankosuh , M3jaB/bYjEM /1a IOKTOPCKa

JMCepTalija MoJl HACTOBOM:

3Hauaj enuTeTHO-MEe3eHXUMAIHe TPaH3HIH]e Y KOJIOpPEeKTaIHO] KaplHHOTreHe3H

Koja je onbpamena Ha axkynreTy MeJAHLMHCKHX Hayka YHuBepsutera y Kparyjesuy

Vuupepautera y Kparyjerily npeacTasiba opusUHaIHO aymopeko 0elo HACTAN0 Kao pe3ynrar

CONCMBEHOZ UCTPANCUBAYKOZ pada.

Qsom Hsjasom maxohe nomsphyjem:

e Jla caM jedunu aymop HaBe/leHe JIOKTOPCKe JHcepTalitje,

® /la y HABE/ICHO] JOKTOPCKO] IMCEPTALIM|N HUCAM U3GPUILO/AA NOBPedY AYTOPCKOT HUTH
JIPYrOr 1paea UHTENEeKTYalHe CBOjUHE APYTHX JIMla,

® Jla YMHOKEHH NMPUMEPAK JOKTOpPCKE JUCEpTaLlHje ¥ ITAMITaHO] W ENeKTPOHCKO] hopmu
y uMjeM ce Mpuilory Hajasu oBa M3jaBa caipu JOKTOPCKY JMCEPTALIMjY MCTOBETHY
0/10pamkeHo] AJOKTOPCKO] AHCEPTALIHjH.

Y JbhyGmanu , 2021 roJIMHE,

) %Zr:’ﬂ‘—u‘ = N

MOTIHC ayTopa




Obpazay 2

H3JABA AYTOPA O HCKOPHIITRABAR Y /JOKTOPCKE JHCEPTAIIHJE

Ja, bpanucnaga Pankosuh ,

/ J103B0OJBaBaM

He J03B0LaRaAM

YuusepsuteTckoj Gubnuorenu y Kparyjesily 1a HA4MHM /1Ba TpajHa YMHOXEHA NMpUMeEpKa Y

enekTpoHckoj GopMH NOKTOPCKE AMCEPTALIH]E 110l HACTIOBOM:

3Hauaj enUTETHO-ME3EHXUMAIHE TPaH3HLHM|€e Y KOJOPEKTAIHO] KAPUMHOTEHE3!

koja je onGpamena Ha PakynTery MeMUMHCKUX Hayka YHusepsurera y Kparyjesiy

Yuupepsutera y Kparyjesuy, 1 T0 y LEIMHH, Ka0 W Ja 110 jeJlaH NPUMEPAK TAKO YMHOXKEHE
JOKTOPCKE AMCEPTALLM)E YYMHH TPAjHO JOCTYMHHM JaBHOCTH [yTeM [HMCHTAIHOT
perosuropujyma YHueepautera y KparyjeBiy M LEHTPajHOr Pero3UTOPHjyMa HAJIEKHOT
MMHHCTAPCTBA, TAKO A MPUNAAHHULIA JABHOCTH MOI'Y HAYUHHMTH TPajHE YMHOXKEHE NpUMepKe

y eNeKTpPOHCKO] hOPMH HaBeIeHe JOKTOPCKE IMCEPTaLM|e MyTEM npeysuMared.

Osom H3jarom Takohe

/ J103BOJbaBaM

HE ,El,l.')BBOJ’I:-&BBMl

! Vkoniko ayTop niaepe Aa He J03BOJIH NPHNAHHIMMA jaBHOCTH /18 TAKO JIOCTYTIHY JOKTOPCKY AMCEPTALH]Y
KOpHCTE N0 yenorrMa yTephennm jearom o1 Creative Commons MUCHUH, TO HE HCKIBYHY]€ NPABO NPHIAAHHKA
jaBHOCTH [1a HaBE/IEHY IOKTOPCKY AMCEPTALHjy KOPHCTE Y CKIaly ca opeabama 3akoHa 0 ayTOPCKOM H CPOIHHM
[PABHMA.,



NpUMaJHALMMA JaBHOCTH J1a TAKO JOCTYNHY JIOKTOPCKY JMCEPTAIIH]Y KOPHCTE MOJ YCIA0OBHMa

yrephenuM jennom o cnenehux Creative Commons THLIEHLN:

1) AyropcTBo

2) AYTOpCTRO - IENHTH MO HCTHM YCIIOBHMA

3) AyropcTgo - 6e3 npepasa

4) AyTOpCcTBO - HEKOMEPLIMjAJTHO

5) AyTOPCTRO - HEKOMEPLIHJAJTHO - AEIHUTH 11O/l MCTHM YCIOBUMA

6) AyTopeTRO - HeKOMepljanio - 6es npepana’

V Jbybibanu 2021 TO/IMHE,

.

) K OAALe ST

MOTIHC ayTopa

? MonuMo ayTope KojH cy Hzabpand fa Ao3soie HPHOAAHHLMMA jARHOCTH A4 TAKO AOCTYIHY AOKTOPCKY
AUcEPTaLM]y KOpHETE noj yenosuma yrephennM jeanom oa Creative Commons NHUESHLH [a 3a0KpY3Ke JeaHy ol
nouyhennx nuuenuy. Jleramsan canpskaj HapeIeHHX JIMLEHLH NOCTYNAH je Ha: htip://creativecommons.org.rs/
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