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STRUKTURNE I CELULARNE PROMENE NEZAHVACENE SLUZNICE
DEBELOG CREVA OSOBA SA ADENOKARCINOMOM KOLONA

SaZetak

Uvod. U novije vreme sve ¢eS$¢i predmet istrazivanja su interakcije izmedu tumorskih
¢elija 1 vezivno-tkivnih elemenata koji ¢ine stromu tumora. Pored istraZivanja
interakcija tumorskih ¢elija i stromalnih elemenata samog tumora u progresiji maligne
bolesti, pokazano je da postoje promene u nezahvacéenoj sluznici u neposrednoj okolini
tumora (tzv. prelaznoj sluznici). Medutim, zanemareno je proucavanje nezahvaéene
sluznice na vecoj udaljenosti od tumora. U literaturi izostaju jasni podaci o tome da li su
promene opisane u prelaznoj sluznici ograni¢ene samo na neposrednu blizinu tumora ili
postoje u nezahvacenoj sluznici i na ve¢oj udaljenosti od malignog tumora. Uprkos
ovome, pojedini istrazivaci ovu sluznicu koriste kao normalno, nepromenjeno tkivo.

Za proucavanje udaljene nezahvacene sluznice u okolini tumora odabrali smo debelo
crevo, posSto je ovaj organ Cesto zahvacen malignom boleS¢u, a primarna tumorska
lezija i nezahvaceni deo organa su relativno lako dostupni.

Ciljevi istrazivanja. Detektovanje i kvantifikovanje promena epitelnih ¢elija debelog
creva (promene u sekreciji sulfomucina i sijalomucina, proliferaciji i1 fraktalnoj
dimenziji jedara epitelnih celija) 1 strukturnih (krvni i limfni sudovi, kolagena,
retikularna vlakana, periostin i hijaluronska kiselina) 1 celularnih elemenata (fibroblasti,
miofibroblasti, makrofazi, T-limfociti, B-limfociti, plazma ¢elije 1 dendritske celije)
lamine proprije sluznice debelog creva na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora i
poredenje sa laminom proprijom sluznice debelog creva uzetom sa iste lokacije kod
pacijenata bez malignog tumora.

Materijal i metode. Uzorci sluznice debelog creva, na udaljenosti 10 cm i 20 cm
kaudalno od primarne tumorske lezije, dobijeni su biopsijom u Centru za
gastroenterologiju i hepatologiju Klini¢ko-bolni¢kog cenra ,,Zvezdara®“ u Beogradu
prilikom dijagnostickog pregleda osoba sa malignim tumorom ovog organa (n=40).
Kao kontrola kori§¢eni su uzorci sluznice debelog creva 50 zdravih osoba sa

familijarnim optere¢enjem za malignitet creva.



Morfometrijska analiza svih parametara sluznice debelog creva kod pacijenata sa i bez
malignog tumora ovog organa radena je na iseCcima bojenim hematoksilinom i
eozinom uz primenu softvera za obradu slike Analysis, Icy 1 Fiji.

Za detektovanje promena u sekreciji mucina u peharastim ¢elijama epitela sluznice
debelog creva kori$¢eno je histohemijsko bojenje sa gvozde diaminom i alcian plavim.
U programu Fiji kvantifikovan je odnos sulfomucina i sijalomucina u peharastim
¢elijama u tri regiona: u donjoj, srednjoj i gornjoj tre¢ini Liberkinovih kripti. Za
detektovanje proliferacije epitelnih celija debelog creva koris¢eno je anti-Ki67 antitelo.
Odredivan je broj proliferiSu¢ih epitelnih ¢elija duz celih Liberkinovih kripti i po
regionima (u donjoj, srednjoj i gornjoj tre¢ini Liberkinovih kripti). Radene su fraktalna
i teksturalna analiza jedara epitelnih celija sluznice debelog creva na iseccima
obojenim toluidin plavim.

Za detekciju krvnih i limfnih sudova u lamini propriji sluznice debelog creva koriS¢ena
su sledeca antitela: anti-CD34, anti-CD105 1 anti-podoplanin antitelo. Odredivani su

distribucija i broj krvnih i1 limfnih sudova u lamini propriji sluznice debelog creva.

Za vizualizaciju komponenata ekstracelularnog matriksa (ECM) koriS¢ena su:
histohemijska bojenja (Masson trichrome bojenje za kolagena vlakna i impregnacija
srebrom po Gomoriju za retikularna vlakna) i antitela (anti-periostin antitelo i anti-
HABP antitelo). Odredivana je zastupljenost komponenata ECM u lamini propiji
sluznice debelog creva. Takode, mereni su prostori izmedu retikularnih vlakana,

periostina i lanaca hijaluronske kiseline , kao i debljina lanaca hijaluronske kiseline.

Za vizualizaciju kolagenih vlakana u nefiksiranom i neobojenom tkivu pacijenata
koriséen je nelinearni laserski skeniraju¢i mikroskop sa sposobnoscu detekcije drugog
harmonika (SHG). Na istom mikroskopu, odredivan je i koeficijent anizotropije 8 koji
daje informaciju o uredenosti kolagenih vlakana.

Za detaljnu analizu celularnih komponenata lamine proprije sluznice debelog creva
koriS¢ena su sledeca antitela: za T-limfocite (anti-CD3 antitelo), B-limfocite (anti-
CD20), makrofage (anti-CD68), plazma celije (anti-CD138), dendritske celije (anti-
S100), fibroblaste (anti-S100A4) i miofibroblaste (anti-aSMA antitelo). Na iseccima
obojenim antitelima za detekciju celija lamine proprije sluznice debelog creva

odredivani su distribucija i broj ¢elija.



Rezultati. Detektovali smo promene na udaljenosti 10 cm i 20 cm od malignog tumora i
u epitelu 1 u lamini propriji sluznice debelog creva. U epitelu sluznice debelog creva na
udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora, detektovali smo promene morfometrijskih
parametara, histohemijske promene, promene u proliferaciji i fraktalnoj dimenziji. U
lamini propriji sluznice debelog creva na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora,
detektovali smo promene u zastupljenosti krvnih i limfnih sudova, komponenata
ekstracelularnog matriksa i miofibroblasta.

Zakljucak. Pokazali smo postojanje strukturnih i celularnih promena u nezahvacenoj
sluznici debelog creva na udaljenosti 10 cm i1 20 cm od malignog tumora u poredenju sa
sluznicom uzetom sa iste lokacije, ispitanika bez tumora.

Kljuéne reéi. Kolon, karcinom, epitel, lamina proprija, ekstracelularni matriks,

miofibroblasti

NAUCNA OBLAST: Medicina
UZA NAUCNA OBLAST: Molekularna medicina



STRUCTURAL ANC CELLULAR CHANGES OF THE UNINVOLVED COLONIC
MUCOSA FROM PATIENTS WITH COLORECTAL ADENOCARCINOMA

Abstract

Introduction. Recently, increasingly frequent subjects of research are interplays
between tumor cells and tumor-associated stromal elements. In addition to investigating
the interaction of tumor cells and tumor-associated stromal elements in the progression
of malignant disease, it has been shown that there are changes in uninvolved mucosa in
the close vicinity of the tumor (so-called transitional mucosa). However, no attention
has been devoted to the studies of uninvolved tissue in the remote surrounding of the
tumor. In the literature, there is no clear indication whether the changes in the
transitional mucosa are limited only to the immediate proximity of the tumor, or they
also exist in the uninvolved mucosa at a greater distance from the malignant tumor.
Despite this, some researchers use this remote mucosa as normal, unchanged tissue.

To study the uninvolved mucosa at a greater distance from the malignant tumor, we
selected colon, as this organ is often affected by malignant disease, and both the
primary tumor and the uninvolved mucosa are relatively easy to access.

Aims. Determination and quantification of changes of colonic epithelial cells (changes
in sulfomucin and sialomucin secretion, proliferation and fractal dimension of nuclei)
and structural (blood and lymphatic vessels, collagen, reticular fibers, periostin and
hyaluronic acid) and cellular elements (fibroblasts, myofibroblasts, macrophages, T-
lymphocytes, B-lymphocytes, plasma cells and dendritic cells) of colonic lamina
propria at a distance 10 cm and 20 cm away from the tumor, and comparison with
mucosa taken from the same location from patients without malignant tumor.

Materials and methods. Tissue samples of colonic mucosa 10 cm and 20 cm away in
caudal direction from the tumor, were endoscopically collected at the Center for
Gastroenterology and Hepatology, Zvezdara Clinical Center, Belgarde, during
diagnostic examination of patients with colorectal adenocarcinoma (n=40). As control,
the samples of colonic mucosa taken from 50 healthy persons, with a family history of

intestinal malgnancy, were used.



The morphometric measurements of all parameters of colonic mucosa of patients with
and without malignant tumor were performed on hematoxylin-eosin stained sections,
using image analysis softwares Analysis, Icy and Fiji.

To detect changes in mucin secretion in goblet cells in colonic epithelium,
histochemical staining with high iron diamine and alcian blue was used. In Fiji software
we quantified the sulfomucin-sialomucin ratio in colonic goblet cells in three regions: in
the lower, middle and upper third of crypts of Lieberkuhn. For detecting epithelial cell
proliferation, anti-Ki67 antibody was used. We calculated the number of proliferating
cells along all length of crypts of Lieberkuhn and by regions (in the lower, middle and
upper third of crypts of Lieberkuhn). The fractal and textural analysis of colonic
epithelial cells nuclei was performed on toluidine-blue stained sections.

To detect blood and lymphatic vessels in colonic lamina propra, the following
antibodies were used: anti-CD34, anti-CD105 i anti-podoplanin antibody. The
distribution and the number od blood and lymph vessels were assessed.

For visualising extracellular matrix (ECM) components, the following methods were
used: histochemical staining (Masson trichrome for collagen fibers, Gomori's silver
impregnation for reticular fibers) and antibodies (anti-periostin and anti-HABP
antibody). The presence of ECM components in colonic lamina propra was determined.
Also, the diameter of spaces between reticular fibers, periostin and hyaluronan, and the
diameter of hyaluronan chains were measured.

For the identification of collagen fibers in the unfixed and label free colon tissue
samples, an orginal labframe nonlinear laser scanning microscope (NLM) was used for
second harmonic generation (SHG) imaging. On the same microscope, the anisotrpy
parameter [, which provides information about collagen fibers alignment, was
calculated.

For detailed analysis of cellular components of colonic lamina propra, the following
antibodies were used: for T-lymphocytes (anti-CD3), B-lymphocytes (anti-CD20),
macrophages (anti-CD68), plasma cells (anti-CD138), dendritic cells (anti-S100),
fibroboblasts (anti-S100A4) i myofibroblasts (anti-aSMA antibody). The distribution
and number of each cell types in colonic lamina propria were assessed.

Results. We demonstrated changes in colonic epithelium and lamina propra 10 cm and

20 cm away from the malignant tumor. In the colonic epithelium at the distance 10 cm



and 20 cm away from the tumor, we detected changes in morphometric parameters,
histochemical changes, changes in proliferation and fractal dimension. In colonic
lamina propria at the distance 10 cm and 20 cm away from the tumor, we detected
changes in representation of blood and lymph vessels, ECM components and
myofibroblasts.

Conclusion. We demonstrated the existance of structural and cellular changes in the
uninvolved colonic mucosa 10 cm and 20 cm away from the malignant tumor,
compared with the mucosa taken from the same location from patients without tumor.
Key words. Colon, cancer, epithelium, lamina propra, extracellular matrix,

myofibroblasts
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1. Uvod

1.1 Histoloska grada debelog creva

Debelo crevo je izduzeni i specifi¢no savijeni deo digestivne cevi u kome se, pre svega,
vr$e apsorpcija vode i elektrolita, a neiskoriS¢eni ostaci hrane se izbacuju u spoljnu
sredinu (1).

Debelo crevo obuhvata: slepo crevo (cecum), crvuljak (appendix vermiformis),
ascedentni kolon (colon ascendens), poprecni kolon (colon transversum), descedentni
kolon (colon descedens), sigmoidni kolon (colon sigmoideum) i rektum (rectum) (1, 2).

Zid debelog creva grade 4 glavna sloja: Tunika mukoza (funica mucosa), tunika
submukoza (tunica submucosa), tunika muskularis (funica muscularis) 1 tunika seroza
ili adventicija (tunca serosa s. adventitia).

Tuniku mukozu debelog creva, posmatrano od lumena, ¢ine 3 lamine: lamina
epitelijalis (lamina epithelialis), lamina proprija (lamina propria) 1 lamina muskularis
mukoze (lamina muscularis mucosae) (1, 2).

Laminu epitelijalis (epitel) debelog creva ¢ini prost cilindriCan epitel. Epitel
oblaze povrSinu debelog creva koja je u kontaktu sa lumenom i nastavlja se u
kontinuitetu kroz laminu propriju kao epitel tubularnih Liberkinovih zlezda/kripti
(glandule Liberkiihni) (1, 2). Epitelne ¢elije debelog creva mozemo podeliti na
apsorptivne 1 sekretorne. Apsorptivne celije, enterociti (odnoso kolonociti), su
najbrojnije Celije epitela debelog creva. U sekretorne cCelije spadaju peharaste Celije,
enteroendokrine ¢elije i M-Celije. Svi tipovi Celija nastaju deobom i diferencijacijom
mati¢nih Celija epitela debelog creva (3).

Laminu propriju debelog creva €ini rastresito vezivno tkivo bogato krvnim
sudovima i1 nervnim vlaknima. U lamini propriji sluznice debelog creva, za razliku od
drugih delova digestivne cevi, ne nalaze se limfni sudovi. U lamini propriji debelog
creva nalazi se veliki broj rezidentnih celija rastresitog vezivnog tkiva
(fibroblasti/fibrociti, miofibroblasti) i imigrantskih c¢elija, poreklom iz kostne srzi
(limfociti, makrofazi, neutrofilni granulociti, eozinofilni granulociti, mastociti 1 druge
¢elije) (1, 2).

Za laminu propriju sluznice debelog creva karakteristicno je prisustvo

Liberkinovih kripti, koje su prave tubularne Zlezde i pruzaju se celom Sirinom mukoze.



U epitelu Liberkinovih kripti, kao i u povrSnom epitelu, dominiraju enterociti i
peharaste celije. U samom dnu Liberkinovih kripti nalaze se maticne ¢elije sluznice
debelog creva. Oko bazalne membrane epitela Liberkinovih kripti, u lamini propriji
sluznice debelog creva, uocava se sloj perikriptalnih miofibroblasta (1, 2).

Lamina muskularis mukoze (Imm) se sastoji od glatkih miSi¢nih ¢elija koje se
pruzaju kruzno u odnosu na duzu osu debelog creva (1).

Tuniku submukozu debelog creva Cini rastresito vezivno tkivo. I u ovom sloju se
nalazi veoma veliki broj ¢elija vezivnog tkiva, krvni sudovi i limfni sudovi. U tunici
submukozi nalazi se submukozni Majsnerov (Meissner) nervni pleksus. Tu se nalaze
senzorna i motorna vlakna kao 1 ganglijske ¢elije enterickog nervnog sistema koji sadrzi
simpaticki 1 parasimpaticki deo (1, 2).

Tuniku muskularis ¢ini glatko miSi¢no tkivo rasporedeno u dva podsloja: kruzni
(stratum circulare) 1 uzduzni (stratum longitudinale). Stratum longitudinale u debelom
crevu ima specificnu gardu: Cine ga tri duzne trake (taenie coli), dok je prisustvo
miSi¢nih Celija izmedu traka kontinuirano, ali su rasporedene u veoma tankom sloju.
Izmedu dva podsloja tunike muskularis nalaze se neuroni enterickog nervnog sistema u
okviru Auerbahovog (4duerbach) mijenteri¢nog pleksusa (1, 2).

Tunika seroza ili tunika adventicija su zastupljene u zavisnosti od toga koji deo
debelog creva se nalazi intraperitonealno (tunika seroza), a koji ekstraperitonealno
(tunika adventicija). Tunike serozu i tuniku adventiciju €ini rastresito vezivno tkivo,
koje je kod tunike seroze pokriveno prostim ljuspastim epitelom-mezotelom

viseceralnog lista peritoneuma (1, 2).

1.2 Epitel sluznice debelog creva

Glavne ¢elije epitela debelog creva su enterociti (kolonociti). Osim njih, nalaze se i
peharaste celije, M-Celije, enteroendokrine ¢elije 1 maticne ¢Celije (1, 2).

Enterociti

Enterociti su visoke cilindri¢ne polarizovane celije. Bazalna plazmalema enterocita lezi
na bazalnoj lamini, dok je apikalna plazmalema je u kontaktu sa sadrzajem lumena
debelog creva. Na lateralnim stranama ovih ¢elija, izmedu susednih enterocita, nalaze se
spojni kompleksi. Najapikalnije su lokalizovane okludentne veze koje onemoguéavajuéi

paracelularni transport vode i elektrolita iz lumena debelog creva u intersticijum. U



predelu okludentnih veza, spoljasnji listovi plazma membrana susednih enterocita su
fuzionisani i paracelularni prostor je potpuno obliterisan. Ispod okludentnih veza nalaze
se adherentne veze: zonula adherens i dezmozomi (1, 2).

Apikalni deo enterocita karakteriSe se prisustvom brojnih mikrovila. Na mikrovilima se
nalazi veoma debeo sloj glikokaliksa. Glikokaliks ima zastitnu ulogu, ulogu selektivne
barijere, ulogu u integrisanju signala iz okolne sredine, koncentrisanju jona i
uspostavljanje negativnog naboja apikalne plazmaleme (1, 4).

Nukleus enterocita je pretezno euhromati¢an. U citoplazmi enterocita perinukleusno se
uocavaju cisterne granulisanog i1 glatkog endoplazminog retikuluma, dok je dobro
razvijen Goldzijev aparat postavljen supranukleusno. U citoplazmi enterocita postoje
brojne mitohodnrije naroCito u bazolateralnom delu. Kroz membranu bazolateralnog
odeljka enterocita odvija se intezivan transport preko brojnih transmembranskih
proteina od kojih su najzastupljenije N'-K" pumpe (1, 2).

Enterociti imaju vaznu ulogu u ocuvanju integriteta sluznice debelog creva. Broj
bakterija u lumenu creva (oko 10'*) jednak je broju éelija u ljudskom organizmu (5).
Sluznica digestivnog trakta mora biti selektivno permeabilna tako da omogu¢i prolaz
hranljivim materijama a da istovremeno predstavlja barijeru pretnjama iz spoljasSnje
sredine. Dakle, specifi¢ni uslovi koji ovde vladaju doveli su do strukturnih i
funkcionalnih adaptacija epitelnih, ali i svih drugih ¢elija, kako u epitelu tako i u lamini
propriji, koje moraju biti spremne da odgovore na patogene mukroorganizme a da sa
druge strane uspostave toleranciju prema fizioloSkoj mikroflori i antigenima poreklom
iz hrane (6).

Enterociti debelog creva sekretuju brojne antimikrobne peptide, kao $to su REGIIa (C-
tip lektina), B-defenzini i katelicidini (7).

Enterociti imaju ulogu sekrecije imunoglobulina A (IgA) (8).

Intestinalne epitelne Celije eksprimiraju receptore za prepoznavanje obrazaca patogena
(pattern-recognition receptors, PRR), $to im omogucava da deluju kao dinamicni
senzori mikroorganizama i aktivni ucesnici u imunoloskoj odbrani sluznica (9, 10).
Intestinalne epitelne ¢elije igraju znacajnu ulogu u regulaciji aktivnosti ¢elija urodenog i
steCenog imunskog sistema, pre svega u indukciji tolerancije na komensalne
mikroorganizme. Komensalni mikroorganizmi preko PRR-a na instestinalnim epitelnim

¢elijama indukuju produkciju brojnih citokina, medu kojima su narocito vazni: timusni



stromalni limfopoetin (TSLP), faktor transformacije rasta beta (TGFp), IL-25, ligand
koji indukuje proliferaciju (APRIL), faktor aktivacije B-celija (BAFF). TSLP, TGFp i
retinoi¢na kiselina koje stvaraju intestinalne epitelne Celije pod dejstvom komensalnih
mikroorganizma, stimuliSu nastanak dendritskih ¢elija 1 makrofaga koji imaju
tolerogena svojstva, ukljuc¢ujuci produkciju IL-10 i retinoi¢ne kiseline (10, 11, 12).
Dakle, intestinalne epitelne ¢elije imaju veoma vaznu ulogu u integraciji signala iz
okoline i regulaciji ¢elija imunskog sistema u zavisnosti od prirode navedenih signala.
Peharaste celije

U epitelu debelog creva peharaste celije su veoma brojne i njihov broj raste duz debelog
creva ka rektumu (1).

Peharaste ¢elije imaju prosiren apikalni deo jer se u njemu nalaze nagomilane granule
mucina. U uzem, bazalnom delu ¢elije smeSten je pretezno heterohromati¢an nukleus i
organele koje ucestvuju u sintezi mucina (granulisani endoplazmin retikulum, Goldzijev
aparat, mitohondrije). Granule sa mucinom se oslobadaju egzocitozom u apikalnom
delu ¢elije (1, 2).

Peharaste celije sintetiSu 1 sekretuju brojne produkte od kojih je najvazniji glikoprotein
mucin. Mucin se u lumenu creva jedini sa vodom daju¢i mukus koji oblaze 1 $titi
apikalnu povrsinu epitelnih ¢elija debelog creva (1, 2). Mucini su veliki glikoproteini
koji se sastoje od centralnog proteina koji je bogat serinom i treoninom, za koji su O-
glikozidnim vezama vezani brojni i razliciti oligosaharidni bo¢ni lanci. Postoji viSe od
20 gena za mucine (MUCI-MUC20) i njihova ekspresija je tkivno-specificna. Grubo ih
mozemo podeliti na sekretorne i vezane za membranu. U debelom crevu najvazniji je
sekretorni MUC?2 (13).

U zavisnosti od bo¢nih oligosaharidnih lanaca mucini digestivnog trakta se dele na
neutralne 1 kisele. Kiseli mucini su sulfomucini i sijalomucini. Neutralni mucini su
zastupljeni pretezno u kranijalnim delovima digestivnog trakta, dok su u debelom crevu
dominantni kiseli mucini. Dominantan mucin u debelom crevu je sulfomucin, ali
postoje regionalne razlike u zastupljenosti sulfomucina i sijalomucina u razli¢itim
delovima debelog creva kao i razlike duz Liberkinovih kripti. I sulfomucin i sijalomucin
su najzastupljeniji u rektumu. Sulfomucin dominira u dubljim delovima Liberkinovih

kripti, dok sijalomucina ima viSe u predelu vrata krpiti i u povrSnom epitelu.



Distribucija i odnos sulfomucina i sijalomucina znacajno se menjaju u tumoru debelog
creva (14, 15).

Generalno, postoje dva principa organizacije mukusa u gastrointestinalnom traktu. U
zelucu 1 debelom crevu mukus je organizovan u dva sloja, unutra$nji i spoljasnji sloj,
dok u tankom crevu postoji samo jedan sloj mukusa. Bakterije koje naseljavaju lumen
debelog creva nisu u direktnom kontaktu sa epitelnim ¢elijama debelog creva zato §to je
unutrasnji sloj mukusa nepermeabilan za njih. Sa druge strane, permeabilni spoljasnji
sloj mukusa je staniSte velikog broja komensalnih bakterija. Mukus nije samo prosta
barijera koja sprecava prodor bakterija, ve¢ sastav mukusa uti¢e na tip bakterija koje
naseljavaju odredene delove digestivnog trakta, zato Sto ugljeni hidrati i razlicite
terminalne grupe na oligosaharidnim lancima sluze i kao mesta za vezivanja i kao izvor
nutrijenata za mikroorganizme (16).

Osim mucina, peharaste ¢elije stvaraju i sekretuju peptid treofil, molekul slican rezistinu
beta (resistin-like molecule B, RELMP) i Fc-Y vezujuéi protein (Fcgbp). (17). Navedeni
peptidi imaju ulogu u odrzavanju inetgriteta debelog creva i stabilizaciji mucina (17).

U novije vreme, poznato je da peharaste celije pored uloge u sintezi mukusa,
preuzimaju antigene iz lumena debelog creva i prosleduju ih dendritskim ¢elijama u
lamini propriji sluznice debelog creva (18).

M-Celije

M-¢elije se prvensteno nalaze u epitelu ileuma, iznad Pajerovih ploca, ali se nalaze i u
epitelu debelog creva koji pokriva izolovane limfne folikule lamine proprije sluznice
debelog creva. U odsustvu inflamacije, oko 10% epitelnih ¢elija iznad izolovanih
limfnih folikula debelog creva su M-Celije. M-celije se morfoloski razlikuju od
enterocita: imaju redukovan glikokaliks i mikrovile. Na apikalnoj plazmalemi M-¢elija
zapazaju se nabori (microfolds). Ove Celije iz lumena preuzimaju antigene, transportuju
ih do bazalnog dela gde ih egzocitozom oslobadaju kroz bazolateralnu plazmalemu.
Posredstvom M-cCelija antigeni transcitozom dospevaju u intraepitelne dzepove ispod
bazolateralne plazmaleme M-Celija gde se nalaze limfociti, dendritske Ccelije i
makrofazi. Dakle, ove ¢elije ostvaruju kontakt izmedu antigena u lumenu creva i

imunokompetentnih ¢elija lamine proprije sluznice debelog creva (19, 20).



Enteroendokrine celije

Enteroendokrine celije se nalze izmedu enterocita i peharastih Celija. Pripadaju
difuznom neuroendokrinom sistemu (DNES) organizma. U kontaktu su sa bazalnom
membranom, ali njihov apikalni deo nije uvek u kontaktu sa lumenom. Sekretuju
supstance koje imaju endokrino, parakrino ili autokrino dejstvo. U citoplazmi
enteroendokrinih ¢elija nalaze se organele koje u€estvuju u sintezi proteina (granulisani
endoplazmin retikulum, Goldzijev aparat) i brojne sekretorne granule. Celije su
polarizovane i svoje produkte sekretuju u krvne sudove u lamini propriji, uz bazalnu
membranu (1). U debelom crevu postoji najmanje 5 tipova enteroendokrinih celija:
¢elije koje sekretuju serotonin, polipeptid YY, oksintomodulin (enteroglukagon),
pankreasni polipeptid i somatostatin. Hromogranin A eksprimiraju sve enteroendokrine
¢elije 1 koristi se kao njihov zajednicki marker (21). U debelom crevu su narocito
zastupljene enteroendokrine c¢elije koje sekretuju serotonin. Serotonin stimuliSe
intestinalni motilitet i sekreciju elektrolita i mukusa (22).

Maticne Celije

Intestinalni epitel se obnavlja veoma brzo, na svakih 4-5 dana, aktivno$¢u mati¢nih
¢elija creva. Maticne celije su lokalizovane u dnu Liberkinovih kripti. Vazna
karakteristika intestinalnih mati¢nih ¢elija je sposobnost asimetricnih deoba, gde jedna
¢erka celija zadrzava karakteristike mati¢nih ¢elija i ostaje u dnu kripti, dok druga ¢erka
¢elija postaje tzv. transit amplifying (TA) Celija, koja se veoma brzo deli 1 progresivno
penje duz kripte ka povr§nom epitelu (23).

Nisu intestinalnih mati¢nih ¢elija u debelom crevu grade same maticne ¢elije, enterociti,
enteroendokrine  Celije, peharaste Celije, miofibroblasti, entericki neuroni,
mikrovaskulatura, intraepitelni limfociti i mikroorganizmi koji naseljavaju debelo
crevo. Deoba i diferencijacija intestinalnih mati¢nih ¢elija regulisane su brojnim i
kompleksnim signalnim putevima unutar niSe od kojih su najvazniji Wnt/f-katenin,
Notch, Hedgehog, BMP, TGFp i Jak/Stat signalni putevi (24).

Postoje brojne tvrdnje da su intestinalne maticne ¢elije vazne u nastanku tumora
debelog creva, pre svega u inicijaciji tumorogeneze. Dug Zivotni vek i Ceste deobe Cine
ih narocito osetljivim na ponovljeno izlaganje onkogenim stimulusima i povecavaju
verovatno¢u nastanka genetskih ili epigenetskih mutacija u njima. Takode, sloZeni i

dinami¢ni odnosi koji vladaju unutar niSe maticnih ¢elija mogu biti naruseni razli¢itim



agensima, §to za posledicu moze imati gubitak kontrole deoba mati¢nih Celija i

neoplasti¢nu transformaciju (25, 26).

1.3 Lamina proprija sluznice debelog creva

Laminu propriju sluznice debelog creva €ini rastresito vezivno tkivo bogato krvnim
sudovima i nervnim vlaknima. Rastrestito vezivno tkivo lamine proprije Cine celije i
ekstracelularni matriks. Glavne c¢elije lamine proprije sluznice debelog creva su:
fibroblasti i miofibroblasti, makrofazi, dendritske c¢elije, T-limfociti, B-limfociti i
plazma Celije. Ekstracelularni matriks se sastoji iz vezivnih vlakana i osnovne supstance
(1, 2).

Fibroblasti i miofibroblasti

Fibroblasti sintetiSu i1 sekretuju sve komponente ekstracelularnog matriksa (ECM):
vezivna vlakna i osnovnu supstancu. Izgled fibroblasta zavisi od njegove aktivnosti:
aktivni fibroblasti su krupne razgranate Celije sa svetlim citoplazmatskim produZecima,
euhromati¢nim ovalnim jedrom sa jasno uocljivim jedarcem, obilnom citoplazmom u
kojoj se zapazaju dobro razvijen granulisani endoplazmin retikulum, GoldZzijev aparat i
brojne mitohondrije. Za fibroblaste je karakteristiCan konstitutivni tip sekrecije, tako da
se u ovim c¢elijama ne nakupljaju sekretorne granule, ve¢ se sintetisani molekuli
(kolagen, elastin, fibronektin i dr.) putem vezikula formiranih u GoldZzijevom aparatu
veoma brzo fuzioniSu sa plazma membranom i oslobadaju u ekstracelularni prostor.
Neaktivni fibroblasti (fibrociti) su vretenaste celije, sa oskudnijom citoplazmom i
manjim brojem produzetaka od aktivne forme celije. Obicno se nalaze uz vezivna
vlakna koja su nastala njihovom prethodnom aktivnoséu. Imaju vretenasto, pretezno
heterohromati¢no jedro vretenastog oblika, acidofilnu citoplazmu i1 znatno manje
zastupljen granulisani endoplazmin retikulum (2, 27).

U zarastanju rana, inflamaciji i tumorima dolazi do aktivacije i transdiferencijacije
fibroblasta u miofibroblaste, koji imaju brojne vazne uloge (27).

Miofibroblasti predstavljaju poseban Celijski entitet, koji se po morfoloSkim
karaktersistikama nalazi izmedu glatkih miSiénih ¢elija i fibroblasta (28). Sekrecijom
razli¢itth citokina, hemokina, prostaglandina, faktora rasta 1 komponenata
ekstracelularnog matriksa, miofibroblasti igraju znacajnu ulogu u razvoju, inflamaciji,

zarastanju rana i nastanku i propagaciji tumora (29).



Intestinalni miofibroblasti su vretenaste ¢elije, nalik glatkim miSiénim ¢elijama,
predominantno lokalizovane oko kripti i ispod povrSnog epitela (29). lako su
najrasprostranjeniji  subepitelno, formiraju sincicijum kroz celu laminu propriju.
Medusobno su povezani poroznim vezama (gap junction). U predelu baza kripti
miofibroblasti su ovalnog ili ¢unastog oblika, dok u gornjim delovima kripti poprimaju
stelatnu morfologiju (30). U direktnom su kontaktu sa miSi¢énim celijama lamine
muskularis mukoze (29) i pericitima (30).
Posmatrani transmisionim elektronskim mikroskopom, miofibroblasti su krupne celije
sa brojnim produzecima. Na celijskoj membrani nalazi se mnoStvo kaveola, u
citoplazmi dobro razvijen granulisani endoplazmatski retikulum i Goldzi kompleks,
snopovi mikrofilamenata i1 pridruzena gusta tela. ProduZeci miofibroblasta prolaze kroz
fenestre na kolagenoj ploci 1 zavrSavaju se u predelu bazalne membrane, u podnozju
epitelnih ¢elija, stopalastim produzecima koji podsecaju na one u glomerulu bubrega.
Na ovaj nacin, subepitelni prostor lamine proprije sadrzi dve fenestrirane barijere, obe
izgradene od vlakana vezivnog tkiva, koje sekretuju miofibroblasti. Ovakva anatomska
osobenost moze biti od znacaja za transport vode i elektrolita u crevima (30).
Ne postoji imunohistohemijski marker specifi¢an isklju¢ivo za miofibroblaste. U
upotrebi su kombinacije razli¢itih markera: glatko-miSi¢nog alfa-aktina (aSMA), tip 3
intermedijarnih filamenata kao §to su vimentin ili dezmin i odsustvo epitelnih
citokeratina. I drugi mezenhimalni elementi lamine proprije sluznice debelog creva
eksprimiraju aSMA: periciti, mati¢ne Celije kostne srzi, glatke miSi¢ne celije lamine
muskularis mukoze. Glatke miSi¢ne ¢elije lamine muskularis mukoze veoma slabo se
prebojavaju antitelima na vimentin, ali snazno reaguju sa antitelima na dezmin, dok
miofibroblasti i periciti zdrave lamine proprije sluznice debelog creva ne pokazuju
pozitivhu reakciju na antitela na dezmin. Mezenhimalni elementi lamine proprije
sluznice debelog creva mogu se identifikovati i antitelima na CD90, takode poznat kao
antigen diferencijacije timocita 1. Intestinalni miofibroblasti se u praksi najcesce
identifikuju na osnovu ekspresije a SMA, specificne lokacije i strukturnih karakteristika
(31).

Miofibroblasti reguliSu proliferaciju, diferencijaciju i regeneraciju epitelnih

¢elija creva. Imaju veoma vaznu ulogu u odrzavanju niSe mati¢nih ¢elija regulacijom



Whnt/p-katenin signalnog puta. U osnovi ovih procesa je epitelno-mezenhimna
interakcija koja se odvija na svim stupnjevima razvica (31).

Nedavno je pokazano da miofibroblasti i fibroblasti lamine proprije sluznice debelog
creva zdravih osoba eksprimiraju na svojoj povrSini MHC molekule II klase i reguliSu
aktivnost CD4+ limfocita. Dakle, s obzirom na subepitelnu lokaciju i brojnost ovih
¢elija u lamini propriji creva, miofibroblasti predstavljaju znacajnu frakciju
neprofesionalnih antigen prezentujucih ¢elija (31).

U novije vreme, fibroblasti su prepoznati kao veoma vazne ¢elije u nastanku i svim
stadijumima progresije maligne bolesti. Tumorske ¢elije sekrecijom brojnih faktora
rasta (najvazniji su TGFB, PDGF i1 FGF2) aktiviraju fibroblaste. Fibroblasti, aktivirani
faktorima koje sekretuju tumorske ¢elije, oznacavaju se kao CAFs (Cancer/Carcinoma-
associated fibroblasts). CAFs imaju karakteristike aktiviranih fibroblasta koji uc¢estvuju
u procesu zarstanja rana. Dvorak je predlozio koncept po kojem se tumori smatraju
ranama koje ne zarastaju. Iz ovog koncepta proizilaze dva tipa aktivacije fibroblasta:
reverzibila 1 ireverzibilna. U tumorima nastaje tzv. ireverzibilna aktivacija fibroblasta.
CAFs se razlikuju od fibroblasta osoba bez tumora po genima koje eksprimiraju,
faktorima koje sekretuju, 1 posledi¢no, funkciji koju obavljaju (32, 33)

Makrofazi

Makrofazi ¢ine 10-20% svih mononuklearnih ¢éelija intestinalne lamine proprije sluznice
creva €ine¢i na taj naCin gastrointestinalni trakt najveéim rezervoarom makrofaga u
ljudi (34). Nalaze se svuda u lamini propriji gastrointestinalnog trakta, sa najgu$¢im
rasporedom subepitelno. Zahvaljuju¢i ovakvoj strateskoj poziciji, makrofazi su prve
¢elije urodene imunosti koje dolaze u kontakt sa mikroorganizmima i njihovim
produktima koji su prosli epitelnu barijeru (35).

Dakle, intestinalni makrofazi nalaze se u neposrednoj blizini ogromne koli¢ine
mikroorganizama smesStenih u lumenu creva. Medutim, intestinalna sluznica normalno
pokazuje minimalne znake inflamacije. Ovo se pripisuje posebnim funkcionalnim
karakteristikama intestinalnih makrofaga, koji ne funkcioniSu kao profesionalne antigen
prezentujuce celije, odnosno nemaju sposobnost aktivacije naivnih T-limfocita. Sa
druge strane, imaju oCuvanu fagoctnu i baktericidnu aktivnost i efikasno uklanjaju

ostecene 1 mrtve sopstvene Celije (36).



Makrofazi su krupne celije (15-80 um), nepravilnog oblika. Izrazita sposobnost
fagocitovanja stranih cestica odrazava se na morfologiju ovih C¢elija. PovrSina
makrofaga je neravna, sa brojnim mikrovilima i krilastim produzecima. Krilasti
produzeci ucestvuju u procesu makropinocitoze. Na c¢elijskoj membrani se zapazaju
brojni pinocitotski uvrati (glatki ili ogrnuti), koji ukazuju na mikropinocitotsku
aktivnosti ovih ¢elija. Imaju krupan nukleus ovalnog oblika, sa viSe indentacija, koji
sadrzi periferno rasporeden heterohromatin i jedan ili viSe nukleolusa. U citoplazmi
dominiraju organele koje su ukljucene u razne faze fagocitoze: dobro razvijen Goldzijev
aparat, veliki broj vezikula, vakuola, primarnih i sekundarnih lizozoma, fagolizozoma 1
rezidualnih tela. Umereno su zastupljene mitohondrije, slobodni ribozomi i granulisani
endoplazmin retikulum (19).

U zavisnosti od mikrosredine u kojoj se nalaze, makrofazi mogu sekretovati viSe od
stotinu razlicitih aktivnih substanci (na primer, polipeptidne hormone, proteine sistema
komplementa, razne enzime, ukljucujuc¢i enzime koji remodeluju ECM, bioaktivne
lipide, rektivne intermedijare kiseonika i azota) (19). Ovi produkti deluju na brojne,
najces¢e susedne celije (pre svega na celije imunskog sistema). Makrofazi lamine
proprije sluznice debelog creva, na primer, indukuju ekspanziju regulatornih T-limfocita
putem kaskade dogadaja koja ukljucuje detektovanje mikroflore iz lumena creva
posredstvom TLR, aktivaciju MyD88 1 sekreciju I1-1B, aktivciju ILC3 (innate [ymphoid
cell), 1 sekreciju I1-10 1 retinoicne kiseline (36, 37). Sa druge strane, produkti okolnih
¢elija deluju na makrofage. Na primer, sekrecija 11-10 i TSLP od strane intestinalnih
epitelnih Celija se smatra bar delom odgovorna za specifi¢nosti makrofaga u lamini
propriji sluznice debelog creva (36). Ove, i brojne druge interakcije, odreduju
funkcionalno stanje i morfoloske aspekte makrofaga.

U istrazivanjima tumora, sve ¢eS¢e je u upotrebi funkcionalna podela makrofaga na M1
(tzv. klasicne makrofage) i M2 (tzv. alternativne makrofage). M1 makrofazi ucestvuju u
inflamaciji 1 imunskom odgovoru usmerenom na tumore, dok M2 makrofazi imaju
brojne funkcije kojima stimuliSu progresiju tumora. M2 makrofazi pre svega sintetiSu i
sekretuju faktore rasta i enzime koji ucestvuju u angiogenezi i remodelovanju

ekstracelularnog matriksa (38, 39).
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Dendritske celije

Dendritske ¢elije su dobile ime po brojnim, dugim, razgranatim produZecima.
Predstavljaju najefikasnije antigen-prezentujuce Celije organizma (40). Dendritske Celije
imaju sposobnost da preuzimaju i preraduju antigene, migriraju u dreniraju¢e limfne
¢vorove 1 prezentuju antigene naivnim T-limfocitima, indukujuéi na taj nacin njihovu
proliferaciju 1 diferencijaciju (19, 40). Populacija dendritskih ¢elija je veoma
heterogena, Sto otezava njihovu klasifikaciju (41). Postoji veliki broj podtipova koje se
nalaze u limfatiénim i nelimfaticnim tkivima i organima i medusobno se razlikuju u
pogledu stepena zrelosti 1 brzine obnavljanja. Nezrele dendritske ¢elije su lokalizovane
u nelimfatiénim tkivima, gde imaju "strazarsku" ulogu u imunskom sistemu. Veoma
efiksano hvataju, preuzimaju i obraduju antigene, dok su relativnho neefikasne u
prikazivanju antigena T-limfocitima. Nezrele dendritske celije cirkuliSu izmedu
nelimfati¢nih 1 limfaticnih tkiva. Na tom putu sazrevaju u zrele dendritske celije i
naseljavaju timus-zavisne zone sekundarnih limfaticnih organa. Zrele dendritske celije
gube sposobnost hvatanja i obrade antigena, ali se njihova sposobnost prikazivanja
antigena naivnim T-limfocitima povecava, Sto predstavlja jedan od osnovnih signala za
zapocinjanje primarnog antigen-specificnog T-¢elijskog odgovora (19, 40).

Dendritske ¢elije poseduju brojne razgranate -citoplazmatske produzetke.
Nukleus dendritskih ¢elija je nepravilnog oblika, sa uskim periferno rasporedenim
pojasom heterohromatina 1 izrazenim nukleolusom. U citoplazmi se uocavaju
mitohondrije, granulisani endoplazmin retikulum i Goldzijev aparat u ¢ijoj blizini se
nalaze lizozomi, multivezikularna tela i brojne vezikule (19). Na povrsini dendrtitskih
¢elija veoma snazno su eksprimirani MHC molekuli II klase, kao i koreceptorni
molekuli (na primer, CD80, CD86 i CD40) (19, 41).
Zrele dendritske celije su krupne celije, sa svetlom citoplazmom i brojim, dugim
citoplazmatskim produzecima, c¢ija povrSina pokazuje obilje interdigitacija sa
membranom okolnih limfocita. Nukleus ima karakteristi¢an, bizaran oblik. U citoplazmi
se uocava perinukleusno postavljen Goldzijev aparat i uz njega primarni lizozomi,
brojne vezikule i Birbeck-ove granule. Na povrSini ovih ¢elija veoma snazno su
eksprimirani MHC molekuli druge klase (19).

Smatra se da su dendritske ¢elije u lamini propriji sluznice debelog creva

kljuéne u indukciji tolerancije na neSkodljive antigene. Jedan od vaznih nacina je
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konstitutivna migracija dendritskih ¢elija u mezenterijalne limfne ¢vorove, ¢ak i u
odsustvu inflamacije (42).

Funkcija dendritskih ¢elija lamine proprije sluznice debelog creva je tesno
regulisana lokalnom mikrosredinom, koja ukljucuje imunske ¢elije, neimunske celije i
mikrobiotu. Svi navedeni ¢inioci neophodni su za odrzavanje intestinalne homeostaze.
Poremecaji na jednom ili viSe nivoa mogu uticati na funkciju dendritskih celija i
nastanak zapaljenskih bolesti creva. Dendritske ¢elije mogu indukovati abnormalan T-
¢elisjki odgovor na normalnu crevnu floru, $to se smatra veoma znacajnim u nastanku
inflamatornih bolesti creva; mogu delovati direktno, putem kontakta sa T-limfocitima ili
funkcionisati kao efektorske celije i sekretovati proinflamatorne citokine (43).
Istrazivanja dendritskih ¢elija u soldnim tumorima ukazala su da dendritske ¢elije mogu
imati pro-tumorogene i anti-tumorogene funkcije, u zavisnosti od mikrosredine u kojoj
se nalaze. U brojnim tumorima, ukljucujuéi adenokarcinom debelog creva, opisane su
kvantitative i funkcionalne promene dendritskih celija. Smatra se da ove promene
predstavljaju jedan od mehanizama tumorskih c¢elija da izbegnu imunski sistem
domacdina. Dendritske ¢elije se narocito intezivno proucavaju kao potencijalo moéno
orude u brobi protiv tumora, konstruisanjem razli¢itih vakcina koje sadrze dendritske
¢elije aktivirane tumorskim antigenima (44, 45, 46).

B-limfociti i plazma Celije

B-limfociti su male celije, veli¢ine do 8 pm. Imaju okruglo jedro sa
kondenzovanim heterohromatinom. U uskom prstenu citoplazme nalazi se mnostvo
slobodnih  ribozoma, malobrojne mitohondrije, kratke cisterne granulisanog
endoplazminog retikuluma i GoldZijev aparat. B-limfociti se naj¢es¢e identifikuju na
osnovu ekspresije CD19 i CD20 molekula. Navedene morfoloske osobine B-limfocita
karakteristi¢ne su za ove Celije u stanju mirovanja. Aktivacija B-limfocita pracena je
karakteristiénim morfoloskim promenama: povecava se sintetska aktivnost ¢elije, §to se
manifestuje pove¢anjem volumena citoplazme i jedra, jedro postaje euhromati¢no, sa
jednim ili viSe krupnih nukleolusa, u citoplazmi se povecava zastupljenost svih
organela, narocito slobodnih ribozoma 1 poliribozoma. Terminalni stadijum
diferencijacije aktiviranog, antigen-specifi¢nog B-limfocita predstavljaju plazma celije

(plazmociti) (19, 40).
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Plazma ¢elije, ve¢ na svetlosnoj mikroskopiji, imaju karakteristi¢an izgled: to su krupne
¢elije (do 20 pm), poligonalnog oblika i obilne, izrazito bazofilne citoplazme u kojoj se
perinuklearno uocava malo rasvetljenje. Nukleus je okrugao, ekscentri¢no postavljen, sa
malim nukleolusom i karakteristicnim zrakastim rasporedom heterohromatina poput
"paoka na tocku". NajizraZenija ultrastrukturna osobina plazmocita je dobro razvijen
granulisani endoplazmin retikulum. U citoplazmi se nalaze brojni slobodni ribozomi,
dobro razvijen Goldzijev aparat (nalazi se u perinuklearnom rasvetljenju citoplazme),
mitohondrije i malobrojni lizozomi i multivezikularna tela. Zivotni vek plazma éelija je
10-30 dana, ali ima i dugozivecih (duze od 1 god.) (19, 40).

Humoralni imunski odgovor na nivou intestinalne sluznice je u 75-90%

slucajeva IgA izotipa. U debelom crevu ovaj procenat je jos veci: oko 90% plazma
¢elija sekretuju IgA antitela, 6% IgM 1 4% IgG antitela (47).
U lamini propriji creva se nalazi 80% svih efektornih B-limfocita, odnosno na svaki
kvadratni metar povrsine creva dolazi oko 10' ¢elija. Zbog toga se smatra da je
intestinalna sluznica kvantitativno najvazniji efektorni organ steCenog humoralnog
imuniteta. Nespecificni mehanizmi odbrane i1 steCeni imunski odgovor na nivou
gastrointestinalnog trakta funkcioniSu kao jedinstvena celina. To, sa jedne strane,
omogucava zastititu domacina od patogenih agenasa, a sa druge strane, obezbeduje
toleranciju prema normalnoj crevnoj flori i antigenima u sastavu hrane (19, 47).

B-limfociti se u lamini propriji sluznice debelog creva nalaze pre svegu u
izolovanim limfnim folikulima (ILF). U crevima ljudi nalazi se najmanje 30 000 ILF-a i
njihov broj se povecava distalno (47).

Uloga B-limfocita i plazma ¢elija u solidnim tumorima je znatno manje proucavana u
odnosu na T-limfocite, ali postepeno dobija na znacaju.

T-limfociti

T-limfociti u crevima zauzimaju tri glavna odeljka: (a) organizovano limfaticno tkivo
digestivnog trakta (GALT); (b) intestinalnu laminu propriju i (c) epitel koji oblaze
lumen digestivnog trakta. Distribucija razli¢itih fenotipova T-limfocita u crevima
razlikuje se o odnosu na perifernu krv, a postoji i znacajna razlika u okviru tri navedena
intestinalna odeljka. U svakom od intestinalnih odeljaka postoje dalje razlike u fenotipu

T-limfocita. Na primer, u okviru GALT-a, razlikuju se T-limfociti u interfolikularnim
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zonama, u germinativnim centrima i1 kupoli (48). (Deo lamine proprije, koji se nalazi
iznad limfnih ¢vorica, a ispod M-¢elija naziva se kupola.)

Aktivacija naivnih T-limfocita antigenima prezentovanim od strane antigen
prezentujucih celija (APC) u sklopu MHC molekula I'i IT klase, proliferacija i parcijalna
diferencijacija naivnih T-limfocita, odigravaju se primarno u GALT-u. Smatra se da
aktivirani T-limfociti migriraju u mezenterijalne limfne ¢vorove gde se dalje
diferentuju, a zatim, putem ductus thoracicusa dospevaju u krv. Efektorske/memorijske
¢elije aktivirane antigenom u crevima, bivaju predominantno regrutovane u laminu
propriju sluznice creva (40, 48).

Broj T-limfocita u crevima je veliki. Podaci o broju ¢elija u svakom od odeljaka
nisu do kraja ustanovljeni, zbog Ceste kontaminacije uzoraka celijama iz drugih
odeljaka intestinalne sluznice. Kod miSeva, na primer, broj intraepitelnih limfocita u
crevima (intraepitelni limfociti su predominantno T-limfociti) ¢ini viSe od polovine
ukupnog broja T-limfocita u perifernim limfaticnim organima. Dalje, smatra se da
lamina proprija creva sadrzi priblizno isti broj T-limfocita kao i epitel creva. Relativan
broj T-limfocita u GALT-u je teSko proceniti, ali se smatra da ¢ine oko 10% od
ukupnog broja ¢elija u okviru GALT-a. Dakle, crevo sadrzi vise T-limfocita nego bilo
koji drugi organ (48).

Morfoloski, najve¢i procenat T-limfocita su male celije (oko 8 um), sa
sferiénim, pretezno heterohromaticnim jedrom. Perinuklearno, u uskom prstenu
citoplazme, uocava se Gall-ovo telasce, koje Cine primarni lizozomi i lipidne kapi.
Manji procenat citotoksi¢nih T-limfocita ima izgled velikih limfocita sa granulama
(LGL; engleski, large granular lymphocytes). To su krupne ¢elije (do 12 pm), sa Sirim
prstenom citoplazme oko ugnutog jedra. Zrnast izgled ovim ¢elijama daju azurofilne
granule u citoplazmi (azurofilne granule predstavljaju primarne lizozome). U citoplazmi
se nalaze i1 brojne mitohondrije kao i dobro razvijen Goldzijev aparat (19).

T-limfociti su najintezivnije proucavane imunske celije u tumorima. Danas im se
pridaje veliki znacaj i smatra se da je povecan broj citotoksi¢nih i memorijskih T-

limfocita unutar samog tumora, povoljan prognosticki faktor (49, 50).
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Ekstracelularni matriks

Ekstracelularni matriks se sastoji iz osnovne supstance i vezivnih vlakana. On ne samo
da obezbeduje mehanicku potporu celijama i transport hranljivih materija, ve¢
predstavlja i organizovanu mrezu u kojoj ¢elije migriraju i medusobno interaguju (51,
52). Ekstracelularni matriks ima vaznu ulogu u biohemijskim i biomehani¢kim
procesima tokom morfogeneze i diferencijacije. Na njegov znacaj jasno ukazuje Sirok
raspon sindroma koji se javljaju usled poremecaja razlicitih proteina ekstracelularnog
matriksa (53).

Ekstracelularni matriks je veoma dinamicna struktura koja podleze neprekidnom
remodelovanju. Njegove molekularne komponente su podvrgnute brojnim
posttranslacioim modifikacijama. Zahvaljuju¢i svojim fizickim 1 biohemijskim
karakteristikama, ekstracelularni matriks obezbeduje mehanicke osobenosti svakog
organa (kao §to su otpor silama istezanja i pritiska) i posreduje u odrzavanju
ekstracelularne homeostaze i retencije vode u organizmu. Dodatno, ekstracelularni
matriks doprinosi odgovarajucoj morfologiji i funkciji tkiva 1 organa vezujuéi brojne
faktore rasta i interagujuci sa receptorima na povrsini ¢elija (51, 52).

Osnovna supstanca se sastoji od proteoglikana, glikozaminoglikana 1
glikoproteina.

Proteoglikani, u formi hidratisanog gela, zauzimaju najveci deo ekstracelularnog
interesticijalnog prostora. Gradeni su od molekula glikozaminoglikana kovalentno
povezanih sa srediSnim proteinom. U odnosu na srediSni protein, lokalizaciju i vrstu
glikozaminoglikana proteoglikani se dele u tri glavne familije: mali leucinima-bogati
proteoglikani (small leucine-rich proteoglycans-SLRPs), modularni proteoglikani i
proteoglikani na povrsini Celije (54).

Glikozaminoglikani su dugacki, nerazgranati i nesavitljivi polisaharidi. Sastoje
se od disaharidnih ponovaka u kojima je jedna komponenta uvek heksozamin (N-acetil
glukozamin ili N-acetil galaktozamin), dok je druga uronska kiselina (iduronska ili
glukuronska). Amino Secer u glikozaminoglikanima je najcesce sulfatisan (izuzev kod
hijaluronske kiseline), a sadrze i karboksilne grupe, pa su zato izrazito negativnog
naboja (polianjoni). Brojnim negativno naelektrisanim grupama glikozaminoglikani

privlace katjone, pre svega natrijum. Visoka koncentracija natrijjuma u osnovnoj
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supstanci privla¢i molekule vode, koja putem hidracije ekstracelularnog matriksa
doprinosi rezistenciji prema dejstvu kompresivnih sila (27).

Jedan od najznacajnijih i najzastupljenijih glikozaminoglikana u lamini propriji sluznice
debelog creva je hijaluronska kiselina. Hijaluronska kiselina je polisaharid izgraden od
ponavljaju¢ih jedinica D-glukuronske kiseline 1 N-acetil-glukozamina. Visoko
naelektrisan, hidrofilni molekul hijaluronske kiseline je jedan od najvecih polisaharida u
prirodi, ali 1 najjednostavniji po svojoj strukturi. Strukturno se razlikuje od ostalih
glikozaminoglikana zato $to ne podleze modifikacijama (na primer, nije sulfatisan) i ne
grana se (linearan je). NajcesCa, homeostatska forma hijaluronske kiseline je u vidu
"lanaca" velike molekularne mase (oko 1000 kDa). Danas se hijauronska kiselina ne
smatra samo velikim molekulom koji "popunjava prostor" izmedu c¢elija 1 vlakana u
vezivnom tkivu. Utvrdeno je da ima vaznu ulogu u odrzavanju homeostaze i nastanku i
progresiji brojnih patoloskih stanja. Promene u sintezi ili razgradnji hijaluronske
kiseline karakteristine su za mnoga patoloska stanja, pre svega za nastanak tumora i
metastaza. (55).

Pored brojnih i razli¢itih bioloSkih efekata hijauronske kiseline, koji su otkriveni u
novije vreme i predmet su velikog interesovanja, ne moze se zanemariti ni, odavno
poznata, biomehanicka uloga hijaluronske kiseline, u regulaciji zapremine tecnosti u
tkivima (56).

Hijaluronska kiselina ucestvuje u regulaciji zapremine te¢nosti u homeostatskim
uslovima, ali se njena uloga u nastanku edema unutar tumora veoma intezivno
proucava. Poznato je da unutar tumora, ukljucujuéi i tumor debelog creva, ¢esto postoji
edem. Uloga edema unutar samog tumora nije do kraja ispitana. Edem unutar tumora
moze biti veoma razli¢itog porekla (56).

Sa mehanicke tacke glediSta, sve komponente tumora interaguju jedne sa drugima, $to
rezultuje generisanjem mehanickog stresa izmedu njih, koji utie na progresiju bolesti
(56). Mehanicki stres moze poticati od solidnih komponenata tumora (pre svega
tumorskih i stromalnih ¢elija i ekstracelularnig matriksa) ili od intersticijalne tecnosti.
Mehanicki stres poreklom od solidnih komponenata tumora naziva se solidni stres (solid
stress); za stres poreklom od intersticijalne teCnosti Cesto se koristi termin pritisak

intersticijalne tecnosti (interstitial fluid pressure, IFP) (56, 57).
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Solidni stres se dalje moze podeliti na 3 komponente: stres koji proizilazi iz recipro¢nih
interakcija rastu¢eg tumora i tkiva domacina, rezidualni stres i tzv. stres usled
bubrenja/vezivanja tecnosti (swelling stress) (56, 58, 59).

Tumori bogati hijaluronskom kiselinom karakteriSu se velikom gustinom negativnog
naelektrisanja, zbog prisustva brojnih negativno naelektrisanih grupa na molekulima
hijauronske kiseline. Negativno naelektrisanje imobilie intersticijalnu te¢nost i dovodi
do formiranja Zelatinoznih regiona unutar tumora (56, 60). Odbojne elektrostaticke sile
izmedu blisko postavljenih, brojnih, negativno naelektrisanih grupa, uzrokuju bubrenje
ovih regiona. Dodatno, u tumorima bogatim hijaluronskom kiselinom, zbog velike
gustine negativnog naelektrisanja, a da bi tumor postigao elektroneutralnost, veliki broj
pozitivnih jona mora biti prisutan u intersticijalnom prostoru. Visak katjona u
intersticijalnom prostoru dovodi do nastanka razlike u Donanovom osmotskom pritisku

teCnosti izmedu unutrasnjosti tumora i okoline tumora (56, 61, 62).

Glikoproteini ekstracelularnog matriksa uglavnom imaju adhezivnu ulogu,
povezuju Celije sa razli¢itim komponentama matriksa. Oni omogucéavaju adheziju i
migraciju ¢elija kroz matriks, a istovremeno i integraciju ekstracelularne mreze sa
intercelularnim citoskeletnim strukturama, te na taj nain mogu uticati na gensku
ekspresiju i fenotipske karakteristike ¢elija (63).

Periostin je glikoprotein ekstracelularnog matriksa rasprostranjen u kolagenom-
bogatoj stromi (na primer, u periodontalnom ligamentu, periosteumu, fasciji skeletnih
miSi¢a 1 sr€anim zaliscima). Deponovanje periostina povecava se sa povecanjem
pritiska na tkiva (64, 65). U lamini propriji sluznice debelog creva periostin se nalazi
oko kripti, neposredno uz perikriptalne miofibroblaste koji ga i sintetiSu. Zajedno sa
perikriptalnim miofibroblastima, periostin reguliSe proliferaciju epitelnih celija u
normalnom kolonu. U lamini propriji sluznice debelog creva zahvacenoj inflamacijom
periostin pokazuje drugaciju distribuciju: difuzno je eksprimiran po celoj lamini propriji
1 smatra se da ima ulogu u ocCuvanju integriteta mukoze (66). Zastupljenost periostina
znacajno se menja se i u karcinomu debelog creva. U samom tumoru, periostin stimuliSe
proliferaciju, migraciju i rezistenciju tumorskih ¢elija na terapiju (65, 67).

Vezivna vlakna daju tkivu ¢vrstinu, suprostavljaju se silama istezanja i pritiska,

a takode omogucavaju i elasti¢na svojstva. Vezivna vlakna ECM mozemo podeliti na

17



kolagena, elasticna i retikularna. Klasifikacija se bazira na mikroskopskom izgledu i
biohemijskim karakteristikama. Kolagena i retikularna vlakna su izgradena od proteina
kolagena, dok su elasti¢na izgradena od proteina elastina (27).

Kolageni spadaju u najrasprostranjenije proteine u ¢ovecijem telu i predstavljaju
glavnu komponentu vezivnih tkiva. Do sada je identifikovano najmanje 30 razlicitih
gena koji kodiraju vise od 25 razlicitih tipova kolagena. Kolageni se grupo klasifikuju
prema funkciju koju obavljaju, arhitekturi 1 supramolekularnoj organizaciji.
Najzastupljeniji su vlaknasti kolageni (u€estvuju u izgradnji kolagenih vlakana, kao $to
su tip I, Il 1 I, V i IX), koji ¢ine 80-90% kolagena kod ljudi. Ostali tipobvi kolagena
formiraju mrezaste strukture (tip IV, VII I X) i ankorirajuée filamente (VI I VII) (68).

Najzastupljeniji od svih kolagenih molekula je kolagen tip I, koji je u vidu

snopova pravilno rasporeden oko kripti i kroz laminu propiju debelog creva.

Retikularna vlakna su veoma tanka vlakna (0.5-2 um), koja formiraju mrezu u
odredenim organima, ukljucujuéi crevo. Iako u osnovi predstavljaju kolagena vlakna
(kolagen tip III) zbog specificnih nacina bojenja ranije su izdvojena u posebnu grupu.
Naime, ona pokazuju argirofiliju (boje srebrnim bojama) i pomoc¢u PAS reakcije (kojom
se boje ugljeni hidrati), zato Sto sadrze 6-12% heksoze, za razliku od molekula
kolagena I koji sadrze svega oko 1% ugljenih hidrata. Vlakna se sastoje iz fibrila
debljine oko 35 nm 1 stvaraju finu i fleksibilnu mrezu kroz koju ¢elije migriraju i
medusobno interaguju (27, 51).

Elasti¢na vlakna se veoma slabo boje standardnim histoloSkim bojenjjima, zato
Sto sadrze veoma malo aminokiselina sa nabojem. Specijalne boje, kao $to je Verhoeft-
ova boja ili Weigert-ov rezorcin-fuksin se koriste u bojenju ovih vlakana za svetlosnu
mikroskopiju. U lamini propiji dbelog creva elasti¢na vlakna su slabo zastupljena (27).

Komponente ekstracelularnog matriksa, ne samo da pruzaju mehanic¢ku potporu,
ve¢ putem interakcija sa ¢elijama mukoze debelog creva uticu na celijsku migraciju,
rast, diferencijaciju 1 polarizaciju, na smrt Celija, regrutovanje ¢elija iz krvi u tkiva,
lokalni imunitet i mnoge druge procese (52, 69).

Danas se narocito intezivno proucavaju mehanizmi interakcije ¢elija i komponenata

ECM (pre svega kolagena) u procesu ¢elijske migracije.
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Postoje dva glavna naina migracije ¢elija kroz ECM: proteoliticka i neproteoliticka
migracija ¢elija (70).

Poroznost ekstracelularnog matriksa i sposobnost ¢elija i ECM (kolagena, pre svega) da
se deformise, glavni su parametri koji uticu na tip migracije celija.

U slucaju proteoliticke migracije, karakteristike ECM, citokini i faktori rasta koji prate
migraciju stromalnih i tumorskih celija, stimuliSu sintezu i sekreciju enzima koji
razgraduju ECM: katepsini, serin proteaze i/ili matriks metaloproteinaze (MMP). Svi
navedeni enzimi razgraduju ECM na tri nacina: difuznom proteolizom; prostorno
ogranicenom, kontak zavisnom proteolizom i intracelularnom degradacijom u
lizozomima (70, 71, 72). Difuzna proteoliza komponenata ECM odigrava se
posredstvom proteolitickih enzima lokalizovanih pericelularno ili jo§ dalje od povrSine
¢elije. Proteoliticki enzimi u slucaju difuzne proteolize mogu poticati od ¢elija u datom
tkivu (na primer, MMPs) ili iz plazme (plazminogen). Difuzna proteoliza za posledicu
ima nelokalizovanu ili slabo lokalizovanu degradaciju ECM (70, 73). Kontak-zavisna
proteoliza je topografski kontrolisana razgradnja komponenta ECM, koji neposredno
okruzuju ¢eliju i dodiruju je pasivno ili se aktivno, putem receptora vezuju za povrsinu
¢elije. U kontakt-zavisnu protolizu ukljucene su matriks metaloproteinaze usidrene u
¢elijsku  membranu (membrane-tethered matrix metaloproteinases, MT-MMPs).
Kontakt-zavisna proteoliza vodi lokalizovanoj razgradnji ECM u neposrednoj blizini
¢elije, formiranju pora u matriksu kroz koji celije migriraju i promeni orijentacije
komponenta ECM u cilju formiranja puteva za lakSu migraciju celija. Ovaj tip
razgradnje komponenta ECM (pri ¢emu je razgradnja kolagena najintezivnije
prouCavana) je najznacajniji prilikom proteoliticke migracije Celija. Intracelularna
proteoliza podrazumeva razgradnju inernalizovanih komponenta ECM u lizozomima.
Cesto prati kontak-zavisnu proteolizu: nakon razgradnje, na primer, kolagena, matriks
metaloproteinazama, fragmetni kolagena se unose u ¢eliju receptorima-posredovanom
endocitozom (70, 74, 75).

U odsustvu proteoliticke razgradnje komponenata ECM, bilo zbog nemoguénosti
sinteze 1 sekrecije proteaza (na primer, u slucaju T-limfocita) ili zbog prisustva
endogenih ili terapijski primenjenih inhibitora proteaza, ¢elije migriraju mehanizmima
neproteolitiCke migracije (76, 77). Zbog nemoguénosti da razgrade komponenete ECM,

¢elije moraju da promene svoj oblik ili da privremeno deformiSu ECM sa ciljem da
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prosire prostor izmedu njegovih komponenata (76. 78). U zavisnosti od elsasti¢nosti
komponenata ECM 1 veli€ine prostora izmedu njih, ¢elije: deformiSu telo i nukleus,
kako bi se prilagodile veli¢ini pora u ECM; privremeno deformisu komponente ECM,
fizickim potiskivanjem posredstvom aktinskih i miozinskih filamenta; ili, u sluc¢aju kada
predhodna dva nacina nisu moguca, prilagodavaju smer kretanja orijentaciji

komponenta ECM, krecu¢i se duz, pre svega kolagenih, vlakana (70, 71, 79).

1.4 Karcinom debelog creva

Karcinom debelog creva je tre¢i najcesci karcinom u svetu. Od njega godisnje oboli oko
1,4 miliona ljudi (80). U Srbiji se, po ucestalosti, nalazi na drugom mestu (posle
karcinoma pluc¢a kod muSkaraca i karcinoma dojke kod Zena) (81). Prognoza bolesti
direktno zavisi od stadijuma u kojem je tumor otkriven. Zato su dobar skrining, rana
dijagnoza i brza terapija neophodni.

Karcinom debelog creva je multifaktorska bolest. Nastaje kombinacijom genetskih
faktora i faktora sredine, medu kojima su najvazniji ishrana, pusenje, fizicka aktivnost i
starenje (82).

Vise od 90% karcinoma debelog creva su adenokarcinomi. Adenokarcinom vodi

poreklo od epitelnih ¢elija debelog creva (83).

1.5 Interakcije izmedu tumorskih celija i strome tumora

Uprkos ogromnim naporima ulozenim u razumevanje zapocinjanja rasta tumora,
progresije 1 nastanka metastaza, ovi procesi jo§ uvek nisu do kraja rasvetljeni. Veliki
korak u razumevanju navedenih procesa napravljen je kada su tumori prestali da se
proucavaju iskljuc¢ivo sa stanovista mutiranih ¢elija. Kao Sto se u sluznici zdravog
debelog creva osim epitelnih, nalaze i1 brojni drugi ¢Celijski tipovi, tako se i u tumoru
debelog creva osim mutiranih epitelnih ¢elija, nalaze i fibroblasti, miofibroblasi, ¢elije
mijeloidne loze 1 limfociti. Tumori su prepoznati kao kompleksni heterocelularni
sistemi koji se razvijaju isklju¢ivo kroz sloZzene multidirekcione interakcije izmedu
razlicitih Celijskih tipova (84).

Naime, najveci broj karcinoma ogranicen je na in situ lezije, koje ostaju nedetektovane
tokom celog Zivota individue. Jo§ uvek nije razjasnjeno zaSto samo mali procenat ovih

lezija progredira u karcinome. Sta viSe, najve¢i broj mutacija koje su prisutne u
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invazivnim i metastatskim karcinomima, prisutan je i u premalignim lezijama. Ovakav
nalaz pokrece pitanje da li su prisutne mutacije primaran uzrok nastanka karcinoma ili
samo omogucavaju njegovo dalje napredovanje. Zapravo, postavlja se pitanje da li i
jedna do sada identifikovana mutacija mozZe inicirati nastanak tumora. Ekstreman stav je
da ni jedna od detektovanih mutacija, sama, nije pokreta¢ nastanka tumora, ve¢ je to
mikrosredina u kojoj se mutirana ¢elija nalazi (84, 85). Promene u stromi tumora do
sada su posmatrane kao sekundarne promene, indukovane promenama u epitelnim
¢elijama. Novija istrazivanja ukazuju da promene u stromi mogu imati primarnu ulogu
ili makar, ulogu sasvim ravnopravnu promenama u epitelnim ¢elijama (85).

U poslednje vreme sve ¢eS¢i predmet istrazivanja su interakcije izmedu tumorskih ¢elija
i vezivno-tkivnih elemenata koji ¢ine stromu tumora (86). Siroko definisano, stroma
tumora obuhvata sve strukturne i celularne komponente tumora, osim samih tumorskih
¢elija: komponente ekstracelularnog matriksa (vezivna vlakna i osnovnu supstancu),
krvne i limfne sudove, nervna vlakna, fibroblaste, miofibroblaste, nervne ¢elije i1 Celije
imunskog sistema koje infiltriSu tumor. Normalne i tumorske ¢elije oslobadaju brojne
solubilne faktore, koji imaju kako lokalno tako i sistemsko dejstvo. Ovi solubilni faktori
obuhvataju citokine, hemokine, reaktivne kiseoni¢ne radikale, faktore rasta, enzime i
druge produkte. Izmedu c¢elija, solubilnih faktora 1 ekstracelularnog matriksa
uspostavljaju se slozene i dinamicne interakcije koje uticu na nastanak specificne
mikrosredine tumora (69, 87). Sa jedne strane, progresija i agresivnost tumora mogu biti
povecane kroz uticaj koji ostvaruju stromalne celije direktnim kontaktima ili preko
sekretovanih molekula (88, 89). U debelom crevu, na primer, invazivni potencijal
tumora moze biti povecan interakcijom sa fibroblastima strome (89, 90). Sekrecijom
faktora rasta (TGF-B, FGF, VEGF...) mutirane epitelne celije mogu indukovati
transdiferencijaciju normalnih fibroblasta u miofibroblaste, koji zatim produkuju faktore
koji stimuliSu progresiju tumora (amfiregulin, HGF, FGF, wnt molekule, periostin...)
(88,91, 92, 93).

Da bi se dobila kompletnija slika o mikrosredini u kojoj se tumor razvija, pored
interakcija epitelnih celija sa fibroblastima i1 miofibroblastima, veoma su vazne
interakcije tumorskih ¢elija sa ¢elijama urodenog i ste€enog imunskog sistema (84).
Neposredno ispod epitela, u lamini propriji sluznice debelog creva nalazi se veliki broj

makrofaga. Tumor asocirani makrofazi (tumor-associated macrophages, TAMs) mogu
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se podeliti na M1 (pro-inflamatorne makrofage) i M2 (anti-inflamatorne makrofage).
Mutirane epitelne ¢elije mogu produkovati IL-10 (94) i CCL2 (95) koji ucestvuju u
regrutaciji TAM i indukovanju M2 fenotipa. M1 TAM stimulisu CD8" T-limfocite i
spreavaju progresiju tumora. M2 TAM, sa druge strane, stimuliSu progresiju tumora
sekrecijom faktora rasta i citokina koji podsticu proliferaciju tumorskih ¢elija. M2 TAM
stimuliSu angiogenezu i sekrecijom brojnih proteaza ucestvuju u remodelovanju
komponenata ekstracelularnog matriksa. M2 TAM su takode vazan izvor TGF-f, i
zajedno sa tumorskim ¢elijama ucestvuju u regrutovanju fibroblasta u tumor i njihovoj

transdiferencijaciji u miofibroblaste (96).

Prisustvo velikog broja CDS8" citotoksi¢nih T-limfocita i CD45RO" memorijskih T-
¢elija u samom tumoru i na invazivnim marginama, jedan je od najznacajnih markera
povoljne prognoze za gotovo sve tipove tumora (50). Sa druge strane, prisustvo
regulatornih  T-limfocita (Treg) povezano je sa supresijom tumor-specificnih
citotoksi¢nih T-limfocita i brZzom progresijom tumora (97). Same tumorske Ccelije,
sekrecijom GM-CSF, mogu stimulisati regrutaciju i deferencijaciju mijeloidnih
supresorskih ¢elija, koje zauzvrat inhibiraju tumor specifiéne CDS" citotoksi¢nih T-

limfocite (98, 99).

Uloga tumor-infiltriSu¢ih B-limfocita dugo je bila zanemarena. Danas se smatra da B-
limfociti u samom tumoru mogu stimulisati progresiju maligne bolesti, na viSe nacina:
stimulacijom proliferacije tumorskih c¢elija posredstvom IL-35; inhibicijom tumor
specifiénih CD8" citotoksi¢nih T-limfocita; preusmeravanjem Thl imunskog odgovora
usmerenog ka eliminaciji tumora u Th2 imunski odgovor koji pogoduje progresiji
tumora; lokalnom ekspanzijom Treg (100, 101). Sa druge strane, nedavno je pokazano
da je povecana infiltracija tumora debelog creva B-limfocitima povezana sa duzim

petogodisnjim prezivljavanjem i manjom ucestaloS¢u metastaza (102, 103).

U regulaciji progresije maligne bolesti i nastanku metastaza ucestvuju u vecoj ili manjoj
meri i sve druge ¢elije prisutne u stromi tumora.

Navedene interakcije su dodatno modifikovane sposobno$¢u ekstracelularnog matriksa
da deponuje razli¢ite solubilne i nesolubilne fakore, Stite¢i ih na taj nacin od degradacije

(69, 104).
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1.6 Prelazna sluznica

Pored istrazivanja interakcija tumorskih ¢elija i1 stromalnih elemenata samog tumora u
progresiji maligne bolesti, pokazano je da postoje promene u nezahvacenoj sluznici u
neposrednoj okolini tumora (tzv. prelaznoj sluznici). Pojam "prelazna sluznica"
najcesce se odnosi na sluznicu udaljenu do 2 ¢cm od ivice tumora (105). Poznato je da u
prelaznoj sluznici postoje genetske (106), epigenetske (107, 108) i biohemijske
promene (109) po kojima ova sluznica podse¢a na tumor.

Promene prelazne sluznice debelog creva opisane su kako na epitelnim ¢elijama,
tako 1 u lamini propriji. Opisana je povecana proliferacija epitelnih ¢elija debelog creva
(110), povecanje duzine i Sirine Liberkinovih kripti, promena u sintezi mukusa (111,
112), promena broja kapilara i malih krvnih sudova (109), kao i pojava limfnih sudova
u prelaznoj sluznici debelog creva (113). Takode, opisane su i promene u broju
perikriptalnih miofibroblasta (114).

Medutim, zanemareno je proucavanje nezahvacene sluznice na vecoj udaljenosti od

tumora.

1.7 Nezahvacena sluznica na vecoj udaljenosti od tumora

U literaturi izostaju jasni podaci o tome da li su opisane promene ograni¢ene samo na
prelaznu sluznicu u neposrednoj blizini tumora ili postoje u nezahvacéenoj sluznici i na
vecoj udaljenosti od malignog tumora. Uprkos ovome, pojedini istrazivaci ovu sluznicu
koriste kao normalno, nepromenjeno tkivo (115).

Smatramo da je potrebno obratiti paznju i na nezahvacenu sluznicu na vecoj
udaljenosti od tumora jer se moze predpostaviti da je ona, takode, promenjena na
osnovu slede¢ih nalaza:

1) sam rastuci tumor ili faktori koje tumor oslobada mogu delovati kako lokalno, tako i
na vecoj udaljenosti (116);

2) prema "field carcinogenesis" konceptu, koji je u novije vreme veoma aktuelan, najpre
postoji izmenjeno "polje" u sluznici debelog creva, a zatim se, na jednom ili viSe mesta

na izmenjenoj sluznici "polja" razvija tumor (109, 111).

1.8 "Field carcinogenesis" koncept
"Field carcinogenesis" koncept prvi je predlozio Slaughter 1953. godine za

skvamocelularni karcinom usne duplje. Zapazio je da je znacajan procenat karcinoma
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usne duplje multifokalan, i da se u okolini karcinoma nalaze izmenjene ¢elije (117). Od
tada je ovaj koncept prosiren na gotovo sve druge karcinome.

"Field carcinogenesis" koncept se narocito intezivnho proucava u debelom crevu.
Najpre, karcinogeni poreklom iz spoljasnje sredine (pre svega, hrane) deluju na celu
sluznicu debelog creva, pa se prisustvo genetskih ili epigenetskih promena moze
ocekivati 1 van samog tumora. Zatim, zapazeno je da sinhroni karcinomi debelog creva
Cesto imaju iste genetske mutacije. Takode, kada je kod pacijenta otkriven jedan
karcinom debelog creva, pacijent je u poveéanom riziku od nastanka karcinoma na
drugom mestu u debelom crevu (109).

U debelom crevu, prema ovom konceptu, genetski faktori i faktori sredine dovode do
promene u §irem "polju" u sluznici debelog creva. Celije "polja" zadobile su pro-
tumorogene mutacije, koje same po sebi nisu dovoljne da dovedu do nastanka tumora
ali povecavaju rizik. Drugim rec¢ima, field carcinogenesis" predstavlja jedan od ranih
koraka u razvoju tumora i1 oznafava stanje povecanog rizika od neoplasticne
transformacije (109, 118).

Postojanje teorije "polja" i poznavanje i detektovanje pocetnih promena u sluznici

debelog creva, bilo bi vazan korak u ranijem otkrivanju karcinoma debelog creva.

Uprkos brojnim dokazima da u debelom crevu osoba sa karcinomom mogu postojati
promene i na drugim mestima u sluznici debelog creva, u literaturi se veoma Cesto
sluznica na vec¢oj udaljenosti od 2 cm od tumora smatra normalom sluznicom, i koristi
kao kontrola u istrazivanjima (115).

Za proucavanje udaljene nezahvacene sluznice u okolini tumora odabrali smo
debelo crevo, posto je ovaj organ Cesto zahvacden malignom boleS¢u, a primarna
tumorska lezija i nezahvaceni deo organa su relativno lako dostupni.

Detaljna ispitavanja svih strukturnih i celularnih komponenti naizgled zdrave
sluznice udaljene 10 cm ili 20 cm od adenokarcinoma debelog creva mogu doprineti
boljem razumevanju slozenih odnosa izmedu tumora i strome. Ovo istrazivanje, pored
nau¢nog, moze imati 1 klini¢ki znacaj, pre svega u dijagnostikovanju, ali i terapiji

pacijenata sa adenokarcinomom debelog creva.
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2. Ciljevi istraZzivanja

1. Morfometrijska analiza strukturnih i celularnih elemenata sluznice debelog creva na
udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora i poredenje sa sluznicom debelog creva uzetom sa
iste lokacije kod pacijenata bez malignog tumora.

2. Detektovanje i1 kvantifikovanje promena epitelnih Celija sluznice debelog creva
(promene u sekreciji sulfomucina i sijalomucina, proliferaciji i fraktalna analiza
hromatina u jedrima epitelnih ¢elija) na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora i
poredenje sa epitelnim celijama sluznice debelog creva uzetim sa iste lokacije kod
pacijenata bez malignog tumora.

3. Detektovanje i kvantifikovanje strukturnih elemenata lamine proprije sluznice
debelog creva (krvnih i limfnih sudova, kolagenih vlakana, retikularnih vlakana,
periostina i hijaluronske kiseline) na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora i poredenje sa
laminom proprijom sluznice debelog creva uzetom sa iste lokacije kod pacijenata bez
malignog tumora.

4. Detektovanje i kvantifikovanje celularnih elemenata lamine proprije sluznice debelog
creva (fibroblasta, miofibroblasta, makrofaga, T-limfocita, B-limfocita, plazma ¢elija i
dendritskih ¢elija) na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora i poredenje sa sa laminom
proprijom sluznice debelog creva uzetom sa iste lokacije kod pacijenata bez malignog

tumora.
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3. Materijal i metode

3.1 Uzorci sluznice debelog creva

Koris¢eni su wuzorci sluznice debelog creva dobijeni biopsijom u Centru za
gastroenterologiju i hepatologiju Klini¢ko-bolni¢kog cenra ,,Zvezdara®“ u Beogradu
prilikom pregleda osoba obolelih od malignog tumora ovog organa (histopatoloskom
analizom kod svih ispitanika potvrdeno je prisustvo adenokarcinoma debelog creva).
Prilikom dijagnostickog pregleda, uzimani se uzorci sluznice debelog creva na
udaljenosti 10 cm i1 20 cm kaudalno od primarne tumorske lezije. Ispitani su uzorci
sluznice debelog creva 40 osoba starijih od 60 godina (demografski podaci o
ispitanicima prikazani su u Tabeli 1). Kod svih ispitanika radilo se o novootkrivenom
tumoru, tako da niko od ispitanika nije predhodno bio podvrgnut bilo kakvom vidu
terapije maligne bolesti. Kao kontrola koriS¢eni su uzorci sluznice debelog creva 50
zdravih osoba, odgovarajuce starosti, dobijenih biopsijom u istoj ustanovi prilikom
endoskopskog skrininga asimptomatskih osoba sa familijarnim optere¢enjem za
malignitet creva. Svi ispitanici bili su na standardnom rezimu meSovite ishrane.
Pacijenti sa divertikularnom bolesti debelog creva, inflamatornim bolestima creva ili
infektivnim kolitisom nisu ukljuceni u studiju. Uzorci su uzimani uz saglasnost etickog
komiteta KBC ,,Zvezdara® (17/05/2017).

Tabela 1. Demografske karakteristike ispitanika ukljuc¢enih u istraZivanje

o ) Starost Pol
Ispitanici Broj ) _
(u godinama) Muskarci Zene
Sa tumorom 40 72.9+8.2 22 18
Zdravi 50 74.6 £7.3 29 21

3.2 Morfometrijska analiza sluznice debelog creva

Uzorci sluznice debelog creva fiksirani su u 10% formalinu i kalupljeni u parafinu.
Isecci debljine 3—5 um bojeni su standardno hematoksilinom i eozinom (119).
Morfometrijska analiza tkiva vrSena je uz pomo¢ svetlosnog mikroskopa Opton
Photomicroscope III (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Nemacka) ili svetlosnog mikroskopa
Leica DM400 B LED (Leica, Weltzlar, Germany) na uveli¢anju x100 i x250. Ru¢no

obelezeni elementi tkiva na mikrofotografijama preparata, dobijenih digitalnom
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kamerom Olympus C3030-Z (Olympus, Tokyo, Japan) ili digitalnom kamerom Leica
DFC295 (Leica, Heerbrugg, Switzerland) i projektovanih na ekran monitora, mereni su
primenom posebnog softvera Analysis 3.1 (Soft Imaging System GmbH, Miinster,
Nemacka).

Na uveliCanju X100 na svakom isecku mereni su: gustina kripti (izrazena kao
broj kripti na 0,1 mm? povrsine tkiva) na popre¢nim presecima sluznice, a na uzduznim
presecima visina sluznice (po 3 merenja na svakom isecku) i dubina kripti (sve dostupne

kripte na isecku) (Slika 1).

Slika 1. Uzduzni presek sluznice debelog creva na udaljenosti 10 cm od tumora. Na
uzduznim presecima merena je visina sluznice i dubina Liberkinovih kripti.
Hematoksilin eozin bojenje, x100

Na uveli¢anju x250 na svakom isecku su mereni: obim, precnik i visina epitela
popre¢nih preseka Liberkinovih kripti (po 6 kripti na svakom isecku, Slika 2) i visina

epitela sluznice (po 3 merenja na svakom isecku).
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Slika 2. Popre¢ni presek sluznice debelog creva na udaljenosti 20 cm od tumora. Na
popre¢nim presecima mereni su precnik, obim i visina epitela Liberkinovih kripti.
Hematoksilin eozin bojenje, x200

Broj ¢elija lamine proprije sluznice rektuma (izraZen kao broj éelija na 0,1 mm?®
povrsine lamine proprije) odredivan je na popre¢nim presecima sluznice na uvelianju

%250 (po 3 merenja na svakom isecku).

3.3 Fraktalna i teksturalna analiza jedara epitelnih celija sluznice debelog creva

Fraktalna i teksturalna analiza radena je na isecCcima obojenim toludin plavim (120).
Uzorci sluznice debelog creva slikani su na mikroskopu Olympus CX21FS1 (Olympus
Corporation, Tokyo, Japan) sa kamerom Pro-MicroScan DEM 200 (Oplenic Optronics,
Hangzhou, China) na uvelicanju x1000. Na svakom isecku analizirano je 200 jedara

epitelnih éelija: po 50 jedara u povrSnom epitelu, vratu, telu i dnu Liberkinovih kripti.
Fraktalna analiza

Fraktalna analiza jedara epitelnih Celija debelog creva radena je Standard box counting
metodom u okviru FracLac plugin-a (Bethesda 2.5, Release le; developed by A.
Karperien, Charles Sturt University, Australia) u programu Fiji (121, 122).
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Jedra su izdvajana sa fotomikrografija u programu Fiji na slede¢i nacin: Freehand
selection tool > Crop > Clear outside > Save as tif. Svaka slika izolovanog jedra je
zatim prevedena u binarni format i analizirana: Fiji > Plugins > Fractal analysis >

FracLac 2.5 Release 1e > Standard box count > Auto Threshold to Binary.
Fraktalnom analizom dobijamo informacije o fraktalnoj dimenziji i lakunarnosti.

Merenje fraktalne dimenzije na dvodimenzionalnim binarnim fotografijama, pruza
informaciju o nacinu na koji posmatrana struktura "popunjava" prostor; o kompleksnosti
posmatrane strukture. Lakunarnost meri poroznost, nehomogenost. translacionu i
rotacionu invarijantnost. Lakunarnost bioloskih struktura korelira sa njihovom

heterogenoscu (123).

Teksturalna analiza

Teksturalna analiza jedara epitelnih ¢elija sluznice debelog creva uradena je u programu
ImageJ uz upotrebu plugin-a Texture Analyser (122). Pre analize, slike izolovanih
jedara u tif formatu konvertovane su u 8-bitne slike. Teksturalna analiza pruza podatke
o slede¢im parametrima: Angular second moment, correlation, inverse difference

moment, entropia i variance.

Drugi angularni momenat (Angular second moment) je indirektna mera teksturalne
uniformnosti i homogenosti susednih sivih polja na 8-bitnim-grey scale slikama. Sto je
slika homogenija, drugi anglurani momenat ¢e biti veci. Korelacija (correlation) je mera
postojanja i jacine linearne povezanosti izmedu susednih sivih polja na 8-bitnim-grey
scale slikama. Inverzni momenat razlike (inverse difference moment) takode zavisi od
homogenosti slike; pokazuje niske vrednosti kod nehomogenih i relativno visoke
vrednosti kod homogenih slika. Entropija (entropia) je parametar koji meri neuredenost;
nehomogene slike imaju manju, a homogene slike ve¢u entropiju. Varijansa (variance)

je mera odstupanja inteziteta sivih piksela od srednje vrednosti (124, 125).
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3.4 Identifikacija sulfomucina i sijalomucina u peharastim celijama sluznice debelog
creva

Za detektovanje promena u sekreciji mucina u peharastim celijama epitela debelog
creva koriS¢eno je histohemijsko bojenje sa gvozde diaminom i alcian plavim (high
iron diamin/alcian blue) (126). Ukratko, nakon deparafinizacije u ksilolu i rehidratacije
kroz opadajuc¢e koncentracije alkohola, tkivo je potapano u rastvor gvozde diamina
tokom 18h. Rastvor gvozde diamina sadrzi N,N-dimetil-m-fenilendiamin (Merck,
Darmstadt, Germany), N,N-dimetil-p-fenilendiamin (Merck, Darmstadt, Germany) i
gvozde(Ill)-hlorid Merck, Darmstadt, Germany). Nakon ispiranja u tekuc¢oj vodi, tkivo
je potapano u rastvor alcian plavog, tokom 30 minuta. Tkivo je ponovo ispirano
teku¢éom vodom, dehidrirano kroz rastu¢e koncentracije alkohola, ksilol i pokrivano
DPX-om.

Kvantifikacija sulfomucina i sijalomucina u debelom crevu vrSena je na uzduZnim
presecima sluznice debelog creva, tako Sto je odredivan broj HID-pozitivnih/Alcian
blue-pozitivnih ¢elija duz celih Liberkinovih kripti i izrazen kao procenat HID-
pozitivnih/Alcian blue-pozitivnih ¢elija u odnosu na ukupan broj ¢elija u kripti.

3.5 Detektovanje proliferacije epitelnih celija debelog creva

Za detektovanje proliferacije epitelnih celija debelog creva koriS¢eno je anti-Ki67

antitelo (Abcam, Velika Britanija).

Imunohistohemijsko bojenje anti-Ki67 antitelom radeno je prema protokolu za
dato antitelo. Ukratko: nakon deparafinisanja iseCaka i ispranja PBS-om (Phosphate
buffered solution), pH=7,4, tokom 10 minuta, vrSeno je demaskiranje antigena u
citratnom puferu (pH=6), kuvanjem u mikrotalasnoj tokom 20 minuta. Delovanje
endogene peroksidaze blokirano je komercijalnim preparatom (EnVison™FLEX
Peroxidase-Blocking Reagent, SM801, Dako) u toku 10 minuta. Isecci su inkubirani sa
primarnim antitelima u razblazenju 1:500 tokom 60 minuta na sobnoj temperaturi.
Antitela su razblazena komercijalno dostupnim diluentom (Large Volume UltraAb
Diluent, Thermo Scientific LabVision, TA-125-UD). Nakon ispiranja u PBS puferu,
isecci su inkubirani sekundarnim antitelima obelezenim  HRP-om
(EnVison™FLEX/HRP detection reagent, SM802, Dako) sa tokom 20 minuta.
Imunohistohemijska reakcija razvijena primenom hromogena DAB (3,3'-

diaminobenzidin, DAB, DMS&27, Dako) rastvorenog odgovarajuéem susptratu
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(EnVison™FLEX Substrate Buffer, SM803, Dako) u trajanju od 5 minuta. Iseéci su

zatim kontrastno bojeni Majerovim (Mayer) hematoksilinom 30 sekundi.

Na isecima obojenim anti-Ki67 antitelom, u programu Fiji, odredivan je broj
proliferiSucih epitelnih ¢elija duz celih Liberkinovih kripti (Ki67 indeks) i po regionima
(u donjoj, srednjoj i gornjoj trecini Liberkinovih kripti) i izraZzen kao procenat

proliferiSucih ¢elija u odnosu na ukupan broj ¢elija u kripti/tom delu kripte (127, 128).

3.5 Detektovanje krvnih i limfnih sudova u lamini propriji sluznice debelog creva

Na iseccima obojenim antitelima za detekciju krvnih i limfnih sudova (anti-CD34
DAKO, Sjedinjene Americke Drzave, anti-CD105, ThermoScientific, Sjedinjene
Americke Drzave i anti-podoplanin antitelo, DAKO, Sjedinjene Americke Drzave) u
lamini propriji sluznice debelog creva odredivani su distribucija i broj krvnih/limfnih
sudova.

Ise¢ci za imunohistohemijsku analizu su deparafinisani i ispirani 7BS-Tween
puferom (7ris buffer saline), pH=7,4 u toku 10 minuta. Potom je vrSeno demaskiranje
antigena kuvanjem u Tris-EDTA rastvoru tokom 30 minuta. Delovanje endogene
peroksidaze blokirano je komercijalnim preparatom (Large Volume Hydrogen Peroxide
Block, Thermo Scientific LabVision, TA — 060-HP) u toku 10 minuta. Potom je nanoSen
komercijalni rastvor (UltraV Block, Thermo Scientific LabVision, TA—060-UB) radi
blokiranja nespecificnog bojenja. Isecci su inkubirani primarnim antitelima u
razblazenju 1:100 tokom 60 min. RazblaZenje koncentrovanih antitela vrSeno je
komercijalno dostupnim diluentom (Large Volume UltraAb Diluent, Thermo Scientific
LabVision, TA-125-UD). Imunohistohemijska reakcija razvijena je sistemom
UltraVision (Thermo Scientific LabVision, TL—060-HL) uz primenu hromogena DAB
(3,3'-diaminobenzidin) u trajanju od 10 minuta. Isecci su zatim kontrastno bojeni
Majerovim (Mayer) hematoksilinom 30 sekundi. Negativne kontrole dobijene su
izostavljanjem primarnog antitela. Kao pozitivna kontrola za CD105 antitelo koris¢eni
su ise¢ci adenokarcinoma debelog creva.

Broj krvnih/limfnih sudova u lamini propriji sluznice debelog creva odredivan je
u programu Fiji na uveli¢anju x200 na 5 vidinih polja na svakom isecku. U svakom od
vidnih polja oznacen je region od interesa koji je obuhvatao samo laminu propriju a

isklju¢ivao kripte. Za brojanje krvnih/limfnih sudova koriS¢ena je Multi-point alatka.
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Broj krvnib/limfnih sudova izrazazen je na 0,1mm® lamine proprije sluznice debelog
creva (129).
Prilikom brojanja D2-40 pozitivnih limfnih sudova nisu obuhvaceni limfni

sudovi unutar i neposredno okolo izolovanih limfnih folikula.

3.6 Detektovanje kolagenih i retikularnih viakana u lamini propriji sluznice debelog
creva

Za vizualizaciju kolagenih i retikularnih vlakana koriS¢ena su histohemijska bojenja:
Masson trichrome bojenje 1 impregnacija srebrom po Gomoriju (130).

Zastupljenost kolagenih i retikularnih vlakana u lamini propriji sluznice debelog
creva merena je primenom plugin-a Color Picker Treshold u okviru programa Icy
(131). Na svakom isecku merena je zastupljenost vlakana na 15 vidnih polja (5
subepitelno, 5 izmedu kripti 1 5 uz laminu muskularis mukoze), na uveli¢anju x400.
Color Picker Treshold plugin-om za svaki iseCak odabrano je 10 "pozitivnih" i 10
"negativnih" boja. "Pozitivne" boje predstavljale su razli¢ite nijanse zelene (kojom su
na datom isecku obojena kolagena vlakna) ili nijanse sive i crne (kojom su na datom
isecku obojena retikularna vlakna). "Negativne" boje predstavljale su razliite nijanse
crvene, braon i bela. Zastupljenost kolagenih i retikularnih vlakana u lamini propriji
sluznice debelog creva izrazena je u procentima i definisana kao povrSina pokrivena
kolagenim ili retikularnim vlaknima u odnosu na povrsSinu selektovane lamine proprije

u kojoj je vrSeno merenje (Slika 3 i Slika 4) (132).
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Slika 3. Popre¢ni presek sluznice debelog creva udaljene 20 cm od tumora; Masson
trichrome bojenje. Region od interesa koji obuhvata samo laminu propriju sluznice

debelog creva a iskljucuje kripte, oznacen u programu Icy. x400
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Slika 4. Poprec¢ni presek sluznice debelog creva udaljene 20 cm od tumora; Masson
trichrome bojenje. Kolagena vlakna detektovana primenom Color Picker Threshol

plugin-a u programu Icy. x400

Prostori izmedu retikularnih vlakana mereni su primenom plugin-a Bone J u
okviru programa Fiji (122, 133). Merenja su sprovodena na uveli¢anju x630, na 5
vidnih polja na svakom isecku. Plugin Bone J racuna najvec¢i moguci precnik sfere koja
moze biti upisana u prostore izmedu vlakana. Kako bi bile iskljuc¢ene kripte, merenja su
sprovodena u okviru pravougaonika konstantne povrsine 3600 pum? koji je upisivan u

laminu propriju sluznice debelog creva (Slika 5).
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Slika 5. Retikularna vlakna na popre¢nom preseku sluznice debelog creva na
udaljenosti 10 cm od tumora; impregnacija srebrom po Gomoriju. Merenje prostora
izmedu retikularnih vlakana sprovodi se unutar pravougaonika konstantne povrsine koji
se upisuje u laminu propriju sluznice debelog creva, kako bi se iskljucile kripte (A).
Plugin Bone J racuna najveéi moguci precnik sfere koja moze biti upisana u prostore
izmedu vlakana. Graficki zapis Plugin-a Bone J (B), sfere veceg dijametra
predstavljene su svetlijom bojom. x630

Za vizualizaciju kolagenih vlakana u nefiksiranom 1 neobojenom tkivu
pacijenata koriS¢en je nelinearni laserski skeniraju¢i mikroskop sa sposobnoscu
detekcije drugog harmonika (SHG-Second Harmonic Generation). Mikroskop se nalazi

na Institutu za fiziku, Centar za fotoniku, Beograd (134). Femtosekundni laser
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Ti:Sapphire (Coherent, Mira 900) usmeravan je na uzorak kroz 40x/1.3 NA uljani
objektiv (Zaiss EC Plan-Neoflural). Ekscitacija je vrSena talasnom duzinom od 840 nm.
Za detekciju drugog harmonika kori$éen je uskopojasni filter od 420 nm. Srednja snaga
lasera bila je 30 mW; makismalna snaga lasera bila je 2.5kW. Takode, na istom
mikroskopu, odredivan je koeficijent anizotropije B koji daje informaciju o uredenosti
kolagenih vlakana. Koeficijent anizotropije B odreduje se prema formuli

B= Ipar - Lortn)/(Ipar + 2Lortn)

gde Ipar 1 Lon 0odgovaraju intenzitetu SHG signala detektovanog na istom mikroskopu,
kada je polarizator postavljen paralelno i pod pravim uglom u odnosu na polarizaciju
lasera (135). Koeficijent anizotropije  predstavljen je i kao slika-Sto je signal jaci, slika
je svetlija. Za vrednosti f=0 (neuredena struktura) slika je crvena, a za vrednost 1

(uredena struktuta) slika je zelena.

B:O B=1

lmax

I min
Slika 6. Scale bar za vrednosti B-koeficijenta
Koeficijent anizotropije B meren je na 3 vidna polja na svakom isecku.

3.7 Detektovanje periostina u lamini propriji sluznice debelog creva
Za detektovanje periostina u lamini propriji sluznice debelog creva koriSéeno je anti-

periostin (Abcam, Velika Britanija) antitelo.

Ukratko: nakon deparafinisanja iseCaka i ispranja PBS puferom (Phosphate buffer
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saline), pH=7,4, tokom 10 minuta, vrSeno je demaskiranje antigena citratnim puferom
(pH=6), kuvanjem u mikrotalasnoj tokom 20 minuta. Delovanje endogene peroksidaze
blokirano je komercijalnim preparatom (EnVisonFLEX Peroxidase-Blocking Reagent,
SM801, Dako) u toku 10 minuta. Ise¢ci su inkubirani sa primarnim antitelima u
razblazenju 1:500 tokom 60 minuta na sobnoj temperaturi. Antitela su razblazena
komercijalno dostupnim diluentom (Large Volume UltraAb Diluent, Thermo Scientific
LabVision, TA-125-UD). Nakon ispiranja u PBS puferu, isecci su inkubirani
sekundarnim antitelima obelezenim HRP-om (EnVison™FLEX/HRP detection reagent,
SM802, Dako) sa tokom 20 minuta. Imunohistohemijska reakcija razvijena primenom
hromogena DAB (3,3'-diaminobenzidin, DAB, DMS827, Dako) rastvorenog
odgovarajuéem susptratu (EnVison'FLEX Substrate Buffer, SM803, Dako) u trajanju
od 5 minuta. Isecci su zatim kontrastno bojeni Majerovim (Mayer) hematoksilinom 30

sekundi

Merenje zastupljenosti periostina u lamini propriji sluznice debelog creva i dijametra
prostora izmedu molekula periostina primenom plugin-a Color Picker Treshold u
okviru programa Icy i plugin-a Bone J u okviru programa Fiji uradeno je na predhodno

opisan nacin (131, 133).

3.8 Detektovanje hijaluronske kiseline u lamini propriji sluznice debelog creva
Za detektovanje hijaluronske kiseline u lamini propriji sluznice debelog creva koris¢eno
je anti-HABP (hyaluronic acid binding protein) (DAKO, Sjedinjene Americke Drzave)

antitelo.

Za anti-HABP antitelo primenjen je sledec¢i protokol: Nakon ispiranja TBS-om
primenjen je 1% BSA (bovine serum albumin) kao proteinski blok. VrSena je inkubacija
primarnim biotinilizovanim antitelima tokom 60 minuta u razblazenju 1:75. Za
razvijanje reakcije koriS¢en je VECTASTATIN ABC-AP kit (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) i hromogen Permanent Red (Dako, Carpinteria, CA, USA) za
vizualizaciju. Isecci su kontrastno bojeni Majerovim (Mayer) hematoksilinom 30
sekundi. Negativne kontrole dobijene su izostavljanjem primarnog antitela. Kao
pozitivna kontrola za anti-HABP antitelo kori$¢eni su ise¢ci humane nazalne mukoze.

Merenje zastupljenosti hijaluronske kiseline u lamini propriji sluznice debelog

creva i dijametra prostora izmedu lanaca polimera hijaluronske kiseline primenom
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plugin-a Color Picker Treshold u okviru programa Icy i plugin-a Bone J u okviru

programa Fiji uradeno je na predhodno opisan nacin (131, 133).

U programu Fiji, koriS¢enjem istog plug-ina Bone J (133), na predhodno opisani nacin

merili smo i debljinu "lanaca" polimera hijaluronske kiseline.

3.9 Detektovanje Celija lamine proprije sluznice debelog creva

Za detaljnu analizu celularnih komponenti lamine proprije sluznice debelog creva
parafinski kalupi seCeni su na isecke debljine 3-5 um, a zatim su nakon deparafinizacije
i antigenskog demaskiranja aplikovana antitela po protokolu za svako antitelo.
Koris¢ena su sledeéa antitela: za T-limfocite (anti-CD3 antitelo, DAKO, Sjedinjene
Americke Drzave), B-limfocite (anti-CD20, DAKO, Sjedinjene Americke Drzave),
makrofage (anti-CD68, DAKO, Sjedinjene Americke Drzave), plazma c¢elije (anti-
CD138, DAKO, Sjedinjene Americke Drzave), dendritske celije (anti-S100, Abcam,
Velika Britanija), fibroblaste (anti-S100A4, DAKO, Sjedinjene Americke Drzave ) i
miofibroblaste (anti-aSMA antitelo, DAKO, Sjedinjene Americke Drzave).

Nakon deparafinisanja iseaka i ispranja PBS puferom (Phosphate buffer saline),
pH=7.,4, tokom 10 minuta, vrSeno je demaskiranje antigena citratnim puferom (pH=6),
kuvanjem u mikrotalasnoj tokom 20 minuta. Delovanje endogene peroksidaze blokirano
je komercijalnim preparatom (Large Volume Hydrogen Peroxide Block, TA — 060-HP
,Thermo Scientific LabVision,) u toku 10 minuta. Isecci su inkubirani sa primarnim
antitelima u slede¢im razblazenjima: anti-CD3 antitelo 1:500, anti-CD20 1:500, anti-
CD68 1:500, anti-CD138 1:500, anti PC-1 1:500, anti-S100 1:500, anti-S100A4 1:500,
anti-aoSMA 1:500. Antitela su razblazena komercijalno dostupnim diluentom (Large
Volume UltraAb Diluent, TA-125-UD, Thermo Scientific LabVision,). Nakon ispiranja u
TBS-Tween puferu, isecci su inkubirani sa HRP-polimerom, toko 20 minuta.
Imunohistohemijska reakcija razvijena je sistemom UltraVision (TL-060-HL, Thermo
Scientific LabVision,) uz primenu hromogena DAB (3,3'-diaminobenzidin) u trajanju od
5 minuta. Ise€ci su zatim kontrastno bojeni Majerovim (Mayer) hematoksilinom 30

sekundi.

Za detekciju miofibroblasta primenjen je slede¢i protokol: Nakon ispiranja TBS-

om primenjen je 1% BSA (bovine serum albumin) kao proteinski blok. VrSena je
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inkubacija primarnim biotinilizovanim antitelima tokom 60 minuta u razblazenju 1:100.
Za razvijanje reakcije koriS¢en je VECTASTATIN ABC-AP kit (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) i hromogen Permanent Red (Dako, Carpinteria, CA, USA) za
vizualizaciju. Isecci su kontrastno bojeni Majerovim (Mayer) hematoksilinom 30

sekundi. Negativne kontrole dobijene su izostavljanjem primarnog antitela.

Na isecima obojenim antitelima za detekciju Celija lamine proprije sluznice
debelog creva odredivani su distribucija i broj ¢elija. Broj ¢elija odredivan je programu
Fiji, na uveli¢anju x200 u celoj dostupnoj lamini propriji na isecku i na uveli¢anju x400,
na 15 vidnih polja na svakom isecku (5 subepitelno, 5 izmedu kripti i 5 uz laminu
muskularis mukoze), i izrazen kao broj éelija na 0,1 mm? lamine proprije sluznice

debelog creva.

Odredivana je zastupljenost miofibroblasta u lamini propriji sluznice debelog
creva na uveliCanjima x200 i x400 primenom softvera za analizu slike Icy. Na
uveliCanju x200 analizirana je lamina proprija sluznice debelog creva na celom
preparatu. Na uvelicanju x400 analizirano je po 15 vidnih polja na svakom isecku (5
subepitelno, 5 izmedu kripti i 5 uz laminu muskularis mukoze). U svakom od vidnih
polja oznacen je region od interesa koji je obuhvatao samo laminu propriju, a
isklju¢ivao kripte. Za odredivanje zastupljenosti miofobroblasta koristis¢en je Color
Picker Threshold plugin u oviru programa Icy (131), na predhodno opisan nacin.
Ukratko, Color Picker Threshold plugin-om za svaki iseCak odabrali smo 10
“pozitivnih” 1 10 “negativnih” boja. “Pozitivne” boje predstavljale su razli¢ite nijanse
ruzicaste, kojom su na datom iseCku obojeni miofibroblasti, a “negativne” boje razlicite
nijanse plave (kojom su obojena jedra) i bele. Color Picker Threshold plugin,
zahvaljujuéi pravilnom odabiru boja, prepoznaje miofibroblaste i ratuna povrSinu koju
oni zauzimaju u odredenom delu lamine proprije. Zastupljenost miofibroblasta u lamini
propriji sluznice debelog creva izraZena je u procentima i definisana kao povrsina koju
zauzimaju miofibroblasti u odnosu na povrsinu selektovane lamine proprije u kojoj je

vr§eno merenje.

3.10 Statisticka obrada podataka
Deskripcija numeri¢kih obelezja uradena je klasicnim metodama opisne statistike

(aritmeti¢kom sredinom ili medijanom, kao i odgovaraju¢im merama varijabiliteta
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standardnom devijacijom ili interkvartalnim opsegom, od 25-75. percentila). Raspodela
posmatranih varijanti analizirana je testovima slaganja po Kolmogorov-Smirnovu i
Shapiro-Wilku i razmatranjem vrednosti skewness i kurtosis.

U analizi rezultata, u zavisnosti od prirode varijabli, primenjen je Studentov T-
test za parametarske podatke i Mann-Whitney U test sume rangova za poredenje razlike
izmedu dve grupe neparametarskih podataka po jednom obelezju. Ako obrada podataka
zahteva viSe od dva obeleZja, koriS¢ena je parametarska analiza varijansnog koli¢nika
(ANOVA) ili neparametarski Kruskall-Wallis test nakon kojeg sledi kori§¢enje Mann-
Whitney U testa.
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4. Rezultati

4.1 Morfometrijska analiza sluznice debelog creva

Na iseccima obojenim hematoksilinom i eozinom, sluznica debelog creva zdravih
ispitanika ispoljava pravilnu organizaciju: Liberkinove kripte su dobro razvijene, prave
tubularne na uzduznim i ovalne na poprecnim presecima; epitel se sastoji od peharastih
¢elija 1 enterocita; vezivno tkivo lamine proprije je pravilno organizovano, sa veoma
malo slobodnog prostora izmedu komponenata ekstracelularnog matriksa; u lamini
propriji se uocavaju mali krvni sudovi i kapilari (Slika 7A).

Na iseccima obojenim hematoksilinom i eozinom, primenom softvera Analysis 3.1,
radena je morfometrijska analiza svih elemenata sluznice debelog creva zdravih
ispitanika i sluznice na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora.

Morfometrijska analiza nije pokazala postojanje statistiCki znacajne razlike izmedu
zdravih muskaraca i Zena ni u jednom posmatranom elementu sluznice debelog creva
(Tabela 2).

Tabela 2. Morfometrijska analiza sluznice debelog creva zdravih muSkaraca i Zena

Elementi sluznice debelog Zdravi muskarci Zdrave Zene
creva
Visina sluznice (um) 331.75+63.10 308.39 +£50.17
Visina povisnog epitela 30.69 + 8.20 30.75 +7.13
(pm)
Dubina kripti (um) 281.30 + 77.02 273.50 +59.01
Visina epitela kripti (um) 25.51+£6.70 24.54 £3.83
Prec¢nik kripti (um) 71.87 £15.78 67.54+£9.72
Obim kripti (pum) 215.61 +44.12 205.10 +30.29
Gustina kripti 11.60 +3.10 1328 +5.41
(na 0.1 mm”)
Broj celija u lamini 1084.22 + 303.92 1012.82 + 248.97
propriji (na 0.1 mm”)

Morfometrijska analiza nije pokazala postojanje statistiCki znacajne razlike izmedu
sluznice razli¢itih delova debelog creva (rektuma, sigmoideuma i ascendensa) zdravih

ispitanika, ni u jednom posmatranom elementu (Tabela 3).
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Tabela 3. Morfometrijska analiza razli¢itih delova sluznice debelog creva (rektum,

sigmoideum, ascendensa) zdravih ispitanika

Elementi sluznice
debelog creva zdravih
ispitanika

Rektum

Sigmoideum

Ascendens

Visina sluznice (um)

318.14 £ 60.42

334.23 £ 58.06

310.14 + 54.46

Visina povr$nog epitela

32.8+8.12 30.66 + 6.12 29.65 + 8.33
(um)
Dubina kripti (um) 265.44+59.75 | 308.86+56.14 | 268.97 + 73.44
Visina epitela kripti (um) 25.03 £4.85 25.03£6.74 25.10£4.18
Preénik kripti (um) 72.38 +15.75 69.43 + 13.75 68.18 +10.19
Obim kripti (um) 215.61 +£3528 | 222.30+51.83 | 202.27 +32.98
Gustina kripti 1341 +43 13.04 + 3.92 9.75 + 4.45

(na 0.1 mm?)

Broj ¢elija u lamini

1086.18 £ 313.
propriji (na 0.1 mm?) 086.18 + 313.55

942.93 £166.39 | 1036.28 +258.1

Na udaljenosti 10 cm od tumora Liberkinove kripte i epitel pokazuju naizgled urednu
gradu, dok vezivno tkivo lamine proprije sluznice debelog creva deluje nepravilno
organizovano, a u lamini propriji se zapazaju slobodni prostori izmedu komponenata
ekstracelularnog matriksa i mali krvni sudovi 1 kapilari se ¢eS¢e uo€avaju (Slika 7B).
Slicne promene, ali manje izraZene, zapazaju se u lamini propriji sluznice debelog
creva na udaljenosti 20 cm od tumora.

Morfometrijskom analizom pokazano je da na udaljenosti 10 cm od tumora postoji
statisticki znacajno smanjenje visine sluznice debelog creva (p<0.05) u poredenju kako
sa zdravim ispitanicima tako i sa visinom sluznice na udaljenosti 20 cm od tumora
(p<0.05) (Tabela 4).

Na udaljenosti 10 cm i1 20 cm od tumora postoji statisticki znac¢ajno (p<0.01) povecanje
visine povrs$nog epitela i epitela kripti u poredenju sa zdravim isptanicima.

Takode, na udaljenosti 10 cm od tumora postoji statisticki znacajno smanjenje broja
¢elija u lamini propriji sluznice debelog creva, kako u odnosu na zdrave ispitanike
(p<0.01) tako i u odosu na sluznicu debelog creva na udaljenosti 20 cm od tumora

(p<0.01) (Tabela 4).
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Tabela 4. Morfometrijska analiza sluznice debelog creva zdravih ispitanika, kao i na

udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora

Elementi sluznice
debelog creva

Zdravi

10 cm od tumora

20 cm od tumora

Visina sluznice

318.25+41.79

281.5+41.79"

327.13 +53.93""

(um)
Visina povisnog 3027+ 7.17 3736+ 6.38% 3739+ 5.11%*
epitela (pm)
Dubina kripti
4 Ei?n) PH 274.56 + 66.16 272.68 + 45.28 293.86 + 50.27
Visina epitela 25.05 +5.53 28.62 £ 4.91* 28.50 + 6.28%*
kripti (um)
Precnik kripti
feenix Kript 71.06 + 16.31 70.06 + 12. 28 72.60 + 14.58
(um)
Obim kripti (um) | 216.34 = 35.37 22726 £ 28.62 22492 £2727
Gustina kripti 12.18 + 431 13.68 + 4.42 14.02 + 5.54

(na 0.1 mm?)

Broj ¢elijau
lamini propriji
(na 0.1 mm?)

1048.83 £279.16

871.15+186.21*

1032.78 + 176.928

" Kontrole-10 cm od tumora, p<0.05; ™ 10 cm od tumora-20 cm od tumora, p<0.05;
*Kontrole-10 cm od tumora, p<0.01;** Kontrole-20 cm od tumora, p< 0.01; 3

10 cm od tumora-20 cm od tumora, p<0.01
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Slika 7. Poprecni presek sluznice debelog creva zdravih ispitanika (A) i na udaljenosti
10 cm od tumora (B). Lamina proprija sluznice debelog creva zdravih ispitanika je
gusta i1 pravilno organizovana. Na udaljenosti 10 cm od tumora u lamini propriji
sluznice debelog creva uocavaju se "prazni" prostori. U lamini propiji sluznice debelog
creva na udaljenosti 10 cm od tumora ¢esée se uoc¢avaju mali krvni sudovi i kapilari. LP

- lamina proprija; LK - Liberkinova kripta; KS - krvni sud; Hematoksilin eozin, x200
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4.2 Fraktalna analiza jedara epitelnih celija sluznice debelog creva

Fraktalnom analizom mereni su fraktalna dimezija i lakunarnost jedara epitelnih ¢elija
sluznice debelog creva.

Fraktalna dimezija jedara epitelnih celija sluznice debelog creva

Ne postoji statisticki znacajna razlika u fraktalnoj dimenziji jedara epitelnih celija
sluznice debelog creva zdravih muskaraca i zena (Tabela 5).

Tabela 5. Fraktalna dimenzija jedara epitelnih celija sluznice debelog creva zdravih

muskaraca i Zzena

Zdravi ispitanici Muskarci Zene

Fraktalna dimenzija
jedara epitelnih ¢elija 1.67 £0.56 1.67 £0.64

sluznice debelog creva

Ne postoji statisticki znacajna razlika u fraktalnoj dimenziji jedara epitelnih celija
sluznice zdravog rektuma, sigmoideuma i ascendensa (Tabela 6).
Tabela 6. Fraktalna dimenzija jedara epitelnih ¢elija razli¢itih delova sluznice debelog

creva (rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih ispitanika

Zdravi ispitanici Rektum Sigmoideum Ascendens

Fraktalna dimenzija
jedara epitelnih

- 1.67 £ 0.68 1.67 £0.62 1.67 +£0.57

¢elija sluznice

debelog creva

Na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora, fraktalna dimezija jedara epitelnih celija je
statistiCki znacajno promenjena u odnosu na fraktalnu dimenziju jedara epitelnih ¢elija

sluznice debelog creva ispitanika bez tumora (Tabela 7).
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Tabela 7. Fraktalna dimenzija jedara epitelnih ¢elija sluznice debelog creva zdravih

ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora

Zdravi ispitanici

10 cm od tumora

20 cm od tumora

Fraktalna dimenzija
jedara epitelnih

- _ 1.67 £0.59

¢elija sluznice

debelog creva

1.66 £ 0.6*

1.65 + 0.66**+

* Kontrole-10 cm od tumora, p<0.01; ** Kontrole-20 cm od tumora, p<0.01;

Analizirana su jedra epitelnih ¢elija u 4 regiona sluznice debelog creva: jedra povrSnih

epitelnih ¢éelija, jedra u vratu, telu i u dnu Liberkinovih kripti.

Razlika u fraktalnoj dimenziji jedara epitelnih ¢elija udaljenih 10 cm i1 20 cm od tumora

i jedara epitelnih ¢elija ispitanika bez tumora postoji u povrsnom epitelu, telu i dnu

Liberkinovih kripti. Najizrazenija razlika u fraktalnoj dimenziji je u predelu dna

Liberkinovih kripti, gde se nalaze mati¢ne ¢elije debelog creva (Tabela 8).
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Tabela 8. Fraktalna dimenzija jedara epitelnih ¢elija zdravih ispitanika, kao i na

udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora, u razli¢itim regionima sluznice debelog creva

Fraktalna dimenzija
jedara epitelnih
¢elija sluznice

debelog creva

Zdravi ispitanici

10 cm od tumora

20 cm od tumora

Povrsni epitel 1.69 +0.56 1.70 +£0.63 1.68 £0.64"
Vrat Liberkinovih
o 1.67 £0.63 1.67+£0.62 1.66+0.61
kripti
Telo Liberkinovih
o 1.66 +£0.56 1.63 £ 0.59* 1.64 £ 0.70**
kripti
Dno Liberkinovih
o 1.66 +0.59 1.64 + 0.58* 1.63 £ 0.56**
kripti

*Kontrole - 10 cm od tumora, p<0.01; **Kontrole - 20 cm od tumora, p<0.01;

*Kontrole - 20 ¢,m od tumora p<0.05; "10 cm od tumora - 20 cm od tumora, p<0.01

Lakunarnost jedara epitelnih celija sluznice debelog creva

Ne postoji statisticki znacajna razlika u lakunarnosti jedara epitelnih ¢elija sluznice

debelog creva zdravih muskaraca i Zena (Tabela 9).
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Tabela 9. Lakunarnost jedara epitelnih ¢elija sluznice debelog creva zdravih muskaraca

1Zena
Zdravi ispitanici Muskarci Zene
Lakunarnost jedara
epitelnih ¢elija sluznice 0.43+0.91 0.43+0.10

debelog creva

Ne postoji statisticki znacajna razlika u lakunarnosti jedara epitelnih Celija sluznice
zdravog rektuma, sigmoideuma i ascendensa (Tabela 10).
Tabela 10. Lakunarnost jedara epitelnih ¢elija sluznice razlic¢itih delova debelog creva

(rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih ispitanika

Zdravi ispitanici Rektum Sigmoideum Ascendens

Lakunarnost jedara
epitelnih ¢elija
0.43+0.95 0.43+0.10 0.43+0.91
sluznice debelog

creva

Na udaljenosti 10 cm od tumora, lakunarnost jedara epitelnih ¢elija sluznice debelog
creva je statisticki znaCajno smanjena u odnosu na lakunarnost jedara epitelnih ¢elija
ispitanika bez tumora. Takode, na udaljenosti 10 cm od tumora lakunarnost jedara

epitelnih Celija je statisticki znacajno smanjena u odnosu na jedra udaljena 20 cm od

tumora (Tabela 11).
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Tabela 11. Lakunarnost jedara epitelnih ¢elija sluznice debelog creva zdravih ispitanika,

kao 1 na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora

Zdravi ispitanici 10 cm od tumora 20 cm od tumora

Lakunarnost jedara
epitelnih Celija .

0.43 +0.95 041+091* 0.43 +£0.91

sluznice debelog

creva

*Kontrole - 10 cm od tumora, p<0.01; "10 cm od tumora - 20 cm od tumora, p<0.01

Analizirano po regionima sluznice debelog creva, promene u lakunarnosti jedara

epitelnih ¢elija postoje u svim regionima (Tabela 12).

Tabela 12. Lakunarnost jedara epitelnih ¢elija zdravih ispitanika, kao i na udaljenosti 10

cm i 20 cm od tumora, u razli¢itim regionima sluznice debelog creva

Lakunarnost jedara
epitelnih Celija
. Zdravi ispitanici 10 cm od tumora 20 cm od tumora
sluznice debelog
creva
Povrsni epitel 0.42+0.10 0.39 +0.95%* 0.41+0.87
Vrat Liberkinovih .
o 0.43+£0.96 0.41+0.11° 0.43+0.10
kripti
Telo Liberkinovih .
o 0.42+0.86 0.41 £0.81 0.45 + 0.87**
kripti
Dno Liberkinovih .
o 0.44+£0.96 0.42+0.79 0.46 +0.78
kripti
*Kontrole- 10 cm od tumora, p<0.01; *Kontrole - 10 cm od tumora, p<0.05; ok

Kontrole - 20 cm od tumora, p<0.01; 10 cm od tumora- 20 cm od tumora, p<0.01
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Teksturalna analiza jedara epitelnih celija sluznice debelog creva

Teksturalna analiza jedara epitelnih celija sluznice debelog creva sprovedena je u

programu ImageJ Plugin.

Analizirani su angularni drugi momenat (Angular second moment), korelacija, inverzni

moment razlike, entropija i varijansa.

Ne postoji statisti¢ki znacajna razlika ni u jednom parametru teksturalne analize izmedu
jedara epitelnih ¢elija sluznice debelog creva zdravih ispitanika muskog i Zenskog pola

(Tabela 13).

Tabela 13. Teksturalna analiza jedara epitelnih ¢elija sluznice debelog creva zdravih

muskaraca 1 Zena

Parametri Zdravi muskarci Zdrave zene p vrednost (zdravi
muskarci vs. zdrave
zene)
Angularni drugi 0.121+0.084 0.125+0.087 p=0.318
momenat
Korelacija 0.000198+0.000079 | 0.000198+0.000067 p=0.993
Inverzni moment 0.578+0.074 0.575+0.073 p=0.381
razlike
Entropija 4.541+0.620 4.543+0.662 p=0.912
Varijansa 5505.139+1857.836 | 5370.047+1669.859 p=0.121

Ne postoji statisti¢ki znacajna razlika ni u jednom parametru teksturalne analize izmedu
epitelnih ¢elija razli¢itih delova sluznice debelog creva (rektuma, sigmoideuma i

ascendensa) zdravih ispitanika (Tabela 14).
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Tabela 14. Teksturalna analiza jedara epitelnih ¢elija razli¢itih delova sluznice debelog

creva (rektum, sigmoideum i ascendens) zdravih ispitanika

p vrednost (rektum
Parametri Rektum Sigmoideum | Ascendens | vs.sigmoideum vs.

ascendens)

Angularni drugi
0.122+0.084 | 0.121+0.087 | 0.123+0.083 p=0.763
momenat

0.00020+ 0.00019+ 0.00020+
Korelacija p=0.178
0.000071 0.000066 0.000086

Inverzni
. 0.577+0.073 | 0.579+0.075 | 0.575+0.072 p=0.237
moment razlike
Entropija 4.588+0.612 | 4.544+0.661 | 4.607+0.618 p=0.400

5456.180+ 5498.596+ 5418.910+
Varijansa p=0.348
1734.657 1912.194 1686.424

Na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora u poredenju sa zdravim ispitanicima postoji
promena u svim parametrima teksturalne analize jedara epitelnih ¢elija sluznice debelog

creva (Tabela 15).
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Tabela 15. Teksturalna analiza jedara epitelnih Celija sluznice debelog creva zdravih

ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora debelog creva

Parametri Zdravi ispitanici 10 cm od tumora 20 cm od tumora
Angularni 0.122+0.085 0.136+0.103* 0.140+0.102%**
drugi momenat
Korelacija 0.000198+0.000075 | 0.000167+0.000055 | 0.000164+0.000376
* ksk
Inverzni 0.577+0.074 0.606+0.078* 0.609+0.077**
moment razlike
Entropija 4.579+0.638 4.427+0.705% 4.269+0.707**"
Varijansa 5454.301£1790.141 | 6327.521+1805.491 | 6565.321+1311.836
* doxt
*Kontrole- 10 cm od tumora, p<0.01; *Kontrole - 10 cm od tumora, p<0.05; **

Kontrole - 20 cm od tumora, p<0.01; 10 cm od tumora- 20 cm od tumora, p<0.01

4.3 Identifikacija sulfomucina i sijalomucina u peharastim celijama sluznice debelog
creva

Na ise¢cima debelog creva bojenim HID/AB uocavaju se razlike u zastupljenosti
sulfomucina i sijalomucina, kako izmedu razli¢itih delova debelog creva, tako i1 izmedu
istih delova debelog creva razli€itih ispitanika.

Generalno, u ascendentnom kolonu najveéi broj peharastih ¢elija je sulfomucin-
pozitivan (HID-pozitivan). Retke, sijalomucin (alcian blue-pozitivne ¢elije) uoc¢avaju se
u povrsnom epitelu i u gornjim delovima Liberkinovih kripti. U sigmoidnom kolonu,
takode je najveci broj peharastih ¢elija sulfomucin-pozitivan. U povrSnom epitelu i
gornjim delovima Liberkinovih kripti, neSto ¢eS¢e nego u ascendentnom kolonu, ali uz
velike interindividualne varijacije, uocavaju se sijalomucin-pozitivne peharaste ¢elije. U
rektumu, dominira sulfomucin ali se povecava broj sijalomucin pozitivnih ¢elija u

povr$nom epitelu i gornjim delovima Liberkinovih kripti (Slika 8).
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Nije detektovana razlika u procentualnoj zastupljenosti sulfomucin i sijalomucin-
pozitivnih ¢elija izmedu zdravih muSkaraca i Zena (Tabela 16).
Tabela 16. Procenat sulfomucin i sijalomucin-pozitivnih ¢elija u epitelu sluznice

debelog creva zdravih muskaraca i Zena

Zdravi muskarci Zdrave Zene
% sulfomucin-pozitivnih
- . 70.78 £ 12.95 65.56 + 19.21
¢elija u epitelu
% sijalomucin-pozitivnih
- . 29.02 +13.46 30.44 £ 14.14
¢elija u epitelu

Iako postoji porast sijalomucin-pozitivnih ¢elija u epitelu sluznice debelog creva, od
ascendensa ka rektumu, razlika nije bila statisticki znacajna (Tabela 17, Grafikon 1-2).
Tabela 17. Procenat sulfomucin i sijalomucin-pozitivnih ¢elija u epitelu razli¢itih delova

sluznice debelog creva (rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih ispitanika

Rektum Sigmoideum Ascendens
% sulfomucin-
pozitivnih ¢elija u 58.72 +30.34 67.04 £27.59 78.13 +£10.90
epitelu
% sijalomucin-
pozitivnih ¢elija u 37.64 +£27.8 30.79 +25.4 23.24 +10.37
epitelu
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Procenat sulfomucin-pozitivnih celija u epitelu sluznice debelog creva
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Grafikon 1. Procenat sulfomucin-pozitivnih ¢elija u epitelu razli¢itih delova sluznice

debelog creva (rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih ispitanika

Procenat sijalom ucin-pozitivnih celija u epitelu sluznice debelog creva
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Grafikon 2. Procenat sijalomucin-pozitivnih ¢elija u epitelu razli¢itih delova sluznice

debelog creva (rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih ispitanika
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Slika 8. Histohemijsko bojenje HID/AB. Sluznica debelog creva zdravog ispitanika:
rektum (A), sigmoideum (B) i ascendens (C). U svim delovima sluznice zdravog
debelog creva dominira sulfomucin (braon obojene ¢éelije). Od ascendensa ka rektumu

uocava se porast sijalomucin-pozitivnih ¢elija (plavo obojene ¢elije); x200

Na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora, uocava se veci broj sijalomucin pozitivnih
¢elija, pre svega u povrSnom epitelu i gornjim delovima Liberkinovih kripti (Slika 9).
Duz pojedinih kripti, sijalomucin dominira u odnosu na sulfomucin.

Na udaljenosti 10 cm od tumora, postoji statisticki znacajno smanjenje procenta
sulfomucin pozitivnih ¢elija duz Liberkinovih kripti, u poredenju sa zdravom sluznicom
(Tabela 18, Grafikon 3).

Na udaljenosti 10 cm od tumora, postoji statisticki znacajno povecanje procenta
sijalomucin-pozitivnih ¢elija duz Liberkinovih kripti, u poredenju sa zdravom
sluznicom (Tabela 18, Grafikon 4). Povecanje procenta sijalomucin-pozitivnih ¢elija
postoji i na udaljenosti 20 cm od tumora, ali bez statisti¢ki znacajne razlike.

Tabela 18. Procenat sulfomucin i sijalomucin-pozitivnih ¢elija u epitelu sluznice

debelog creva zdravih ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora

Zdravi ispitanici 10 cm od tumora 20 cm od tumora
% sulfomucin-
pozitivnih ¢elija u 69.24 +23.43 4793 +£21.27* 66.05 +29.93
epitelu
% sijalomucin-
pozitivnih ¢elija u 28.84 £21.18 41.86 + 23.49%* 33.95+29.93
epitelu

Kontrole- 10 cm od tumora, p<0.01;

56



Procenat sulfomucin-pozitivnih celija u epitelu sluznice debelog creva
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Grafikon 3. Procenat sulfomucin-pozitivnih ¢elija u epitelu sluznice debelog creva

zdravih ispitanika, kao 1 na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora

Procenat sijalom ucin-pozitivnih celija u epitelu sluznice debelog creva
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Grafikon 4. Procenat sijalomucin-pozitivnih ¢elija u epitelu sluznice debelog creva

zdravih ispitanika, kao 1 na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora
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SR e s R AN R AR
Slika 9. Histohemijsko bojenje HID/AB. U sluznici sigmoidnog kolona zdravog
ispitanika dominira sulfomucin (A). U sluznici sigmoidnog kolona, udaljenoj 10 cm od

tumora (B) predominantno je zastupljen sijalomucin (plavo), pre svega u viSim

delovima Liberkinovih kripti; x200
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4.4 Detektovanje proliferacije epitelnih celija sluznice debelog creva
Za detektovanje proliferacije epitelnih ¢elija sluznice debelog creva koris¢eno je anti-

Ki67 antitelo.

U programu Fiji, na uveli¢anju x200, na svakoj kripti koja je celom duzinom prisutna
na uzduznim presecima sluznice debelog creva, odredivan je broj proliferiSucih
epitelnih ¢elija duz celih Liberkinovih kripti (Ki67 indeks) i po regionima (u donjoj,
srednjoj 1 gornjoj tre¢ini Liberkinovih kripti) i izrazen kao procenat proliferiSucih ¢éelija

u odnosu na ukupan broj ¢elija u kripti/tom delu kripte.

Ki67 je nuklearni faktor, eksprimiran u c¢elijama koje proliferiSu. Najveéi broj
proliferiSucih ¢elija u debelom crevu nalazi se u samom dnu Liberkinovih kripti (Slika

10A).

Najpre je meren ukupan broj Ki67-pozitivnih ¢elija duz celih Liberkinovih kripti i
odredivan tzv. Ki67 indeks. Ki67 indeks predstavlja procenat Ki67-pozitivnih ¢elija u

odnosu na ukupan broj ¢elija duz cele Liberkinove kripte (127).

Nema razlike u Ki67 indeksu u epitelu sluznice debelog creva izmedu zdravih

muskaraca i zena (Tabela 19).

Tabela 19. Ki67 indeks u epitelu sluznice debelog creva zdravih muskaraca i Zena

Muskarci Zene
Procenat Ki67 pozitivnih
¢elija duz cele Liberkinove 39.76 + 11.56 36.95+12.10
kripte (%)

Nema razlike u Ki67 indeksu izmedu razli¢itih delova sluznice debelog creva (rektum,

sigmoideum, ascendens) zdravih ispitanika (Tabela 20).
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Tabela 20. Ki67 indeks u epitelu razli¢itih delova sluznice debelog creva (rektum,

sigmoideum, ascendens) zdravih ispitanika

Rektum Sigmoideum Ascendens
Procenat Ki67
pozitivnih ¢elija
duz cele 37.38 £ 13.05 40.28 +6.74 37.92 +£13.67
Liberkinove kripte
(%)

Na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora uoc¢ava se veci broj Ki67-pozitivnih ¢elija, pre

svega u visSim delovima Liberkinovih kripti (Slika 10B).

Ki67 indeks je statisticki znacajno ve¢i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora, u
poredenju sa zdravim ispitanicima. Nema razlike u Ki67 indeksu izmedu sluznice

udaljene 10 cm i 20 cm od tumora (Tabela 21, Grafikon 5).

Tabela 21. Ki67 indeks u epitelu sluznice debelog creva zdravih ispitanika, kao i na

udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora

Zdravi ispitanici 10 cm od tumora 20 cm od tumora
Procenat Ki67
pozitivnih ¢elija
duz cele 38.57+11.70 64.26 + 13.29* 56.44 £ 10.26**
Liberkinove kripte
(%)

*Kontrole - 10 cm od tumora, p<0.01; **Kontrole - 20 cm od tumora, p<0.01;
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Ki67 indeks u epitelu sluznice debelog creva
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Grafikon 5. Ki67 indeks u epitelu sluznice debelog creva zdravih ispitanika, kao i na

udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora; *p<0.01

Zatim je analiziran procenat Ki67-pozitivnih ¢elija u 3 regiona Liberkinovih kripti (u

donjoj, srednjoj i gornjoj trecini).

Nema razlike u procentu Ki67-pozitivnih ¢elija u razlicitim delovima Liberkinovih

kripti zdravih muskaraca i zena (Tabela 22).

Tabela 22. Procenat Ki67-pozitivnih epitelnih ¢elija u razli¢itim delovima Liberkinovih

kripti sluznice debelog creva zdravih muskaraca i Zena

Procenat Ki67 pozitivnih .
- Muskarci Zene
¢elija (%)
Donja tre¢ina Liberkinovih
74.92 + 14.56 75.21 £ 11.04
kripti
Srednja tre¢ina
47.42 +24.47 52.75+18.36
Liberkinovih kripti
Gornja tre¢ina
8.82 +6.96 10.65 + 8.30
Liberkinovih kripti
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Nema razlike u procentu Ki67-pozitivnih epitelnih ¢Celija u razliitim delovima

Liberkinovih kripti rektuma, sigmoideuma i ascendensa zdravih ispitanika (Tabela 23).

Tabela 23. Procenat Ki67-pozitivnih epitelnih ¢elija u razli¢itim delovima Liberkinovih

kripti razli€itih delova sluznice debelog creva (rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih

ispitanika

Procenat Ki67

pozitivnih ¢elija Rektum Sigmoideum Ascendens

(o)

Donja tre¢ina

74.34 + 14.35 76.87+9.31 77.13 £12.57
Liberkinovih kripti

Srednja tre¢ina

45.16 £23.46 48.09 + 23.84 48.33 £ 14.04
Liberkinovih kripti

Gornja tre¢ina

9.74+7.11 9.67 +5.99 8.52 £ 6.47
Liberkinovih kripti

Na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora, detektovan je statisticki znacajno veci broj
Ki67-pozitivnih epitelnih ¢elija u srednjim delovima Liberkinovih kripti, u poredenju sa
ispitanicima bez tumora. Takode, na udaljenosti 10 cm od tumora, detektovan je
statistiCki znaCajno veéi broj Ki67-pozitivnih epitelnih ¢elija u gornjim delovima
Liberkinovih kripti, kako u odnosu na udaljenost 20 cm od tumora, tako i u odnosu na

ispitanike bez tumora (Tabela 24, Grafikon 6-8).
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Tabela 24. Procenat Ki67-pozitivnih epitelnih ¢elija u razli¢itim delovima Liberkinovih

kripti sluznice debelog creva zdravih ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od

tumora

Procenat Ki67

pozitivnih ¢elija

Zdravi ispitanici

10 cm od tumora

20 cm od tumora

(%)
Donja trecina
75.36 £ 13.43 77.51+13.72 80.99 +7.30
Liberkinovih kripti
Srednja tre¢ina ‘
48.10 +23.00 57.60 = 16.89%* 60.99 + 15.74°
Liberkinovih kripti
Gornja tre¢ina N
9.76 + 8.61 18.71 £ 11.93* 12.38 £11.30

Liberkinovih kripti

*Kontrole - 10 cm od tumora, p<0.01; **Kontrole - 10 cm od tumora, p<0.05;

YKontrole- 20 cm od tumora, p<0.01; 10 cm od tumora - 20 ¢cm od tumora, p<0.05

Procenat Ki67-pozitivnih epitelnih celija u donjoj trecini Liberkinovih kripti

100 -
80 -
60
%
40

20 -

0-

*

Bl draviispitanici
10 ¢cm od tumora
B 20 cm od tumora

Grafikon 6. Procenat Ki67-pozitivnih epitelnih ¢elija u donjoj tre¢ini Liberkinovih kripti

sluznice debelog creva zdravih ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora
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Procenat Ki67-pozitivnih epitelnih celija u srednjoj trecini Liberkinovih kripti

100 +
80 -
60 -
%
40 -

20 -

0-

*%

Bl draviispitanici
10 ¢cm od tumora
B 20 cm odtumora

Grafikon 7. Procenat Ki67-pozitivnih epitelnih ¢elija u srednjoj tre¢ini Liberkinovih

kripti sluznice debelog creva zdravih ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od

tumora; *p<0.01, **p<0.05

Procenat Ki67-pozitivnih epitelnih celija u gornjoj trecini Liberkinovih kripti

40-

30 -

% 20 -

10 -

0-

W dravi ispitanici
10 cm od tumora
*% B 20 cm od tumora

Grafikon 8. Procenat Ki67-pozitivnih epitelnih ¢éelija u gornjoj tre¢ini Liberkinovih

kripti sluznice debelog creva zdravih ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od

tumora; *p<0.01, **p<0.05
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Slika 10. Imunohistohemijsko bojenje antitelima na Ki67. Lamina proprija sluznice
debelog creva zdravih ispitanika (A) i na udaljenosti 10 cm od tumora (B). Na
udaljenosti 10 cm od tumora uocava se veéi broj Ki67-pozitivnih celija duz
Liberkinovih kripti. Osim u samom dnu, u zoni mati¢nih ¢elija, Ki67-pozitivne ¢éelije se

uocavaju i u viSim delovima Liberkinovih kripti. x200
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4.5 Detektovanje krvnih i limfnih sudova u lamini propriji sluznice debelog creva
Za detektovanje svih krvnih sudova u lamini propriji sluznice debelog creva koris¢eno

je anti-CD34 antitelo (DAKO, Sjedinjene Americke Drzave).

U lamini propriji sluznice debelog creva zdravih ispitanika uocavaju se brojni CD34-

pozitivni krvni sudovi (Slika 11A).

Ne postoji statisticki znacajna razlika u broju CD34-pozitivnih krvnih sudova u lamini

propriji sluznice debelog creva zdravih muskaraca i Zena (Tabela 25).

Tabela 25. Broj CD34-pozitivnih krvnih sudova na 0.1 mm? lamine proprije sluznice

debelog creva zdravih muskaraca i Zena

Zdravi ispitanici Muskarci Zene

Broj CD34-pozitivnih
. 37.33 +£9.56 35.29 +6.52
krvnih sudova

Ne postoji statisticki znacajna razlika u broju CD34-pozitivnih krvnih sudova u lamini
propriji razli¢itih delova sluznice debelog creva (rektuma, sigmoideuma i ascendensa)

zdravih ispitanika (Tabela 26).

Tabela 26. Broj CD34-pozitivnih krvnih sudova na 0.1 mm® lamine proprije razli¢itih

delova sluznice debelog creva (rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih ispitanika

Zdravi ispitanici Rektum Sigmoideum Ascendens
Broj CD34-
pozitivnih krvnih 38.27 +7.06 35.85+7.11 36.72 +7.04
sudova
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U lamini propriji sluznice debelog creva na udaljenosti 10 cm (Slika 11B) i 20 cm od

tumora, uocavaju se brojni CD34-pozitivni mali krvni sudovi i kapilari.

Broj CD34-pozitivnih krvnih sudova u lamini propriji sluznice debelog creva na
udaljenosti 10 cm (65.15 + 18.94, p<0.01) 1 20 cm od tumora (45.77 + 16.48, p<0.01)
je statisticki znacajno veci u poredenju sa zdravim ispitanicima (36.57 + 7.59) (Slika B).
Takode, broj CD34-pozitivnih krvnih sudova u lamini propriji sluznice debelog creva
na udaljenosti 10 cm od tumora je statisticki znac¢ajno veéi u odnosu na laminu propriju

na udaljenosti 20 cm od tumora (p<0.01) (Tabela 27, Grafikon 9).

Tabela 27. Broj CD34-pozitivnih krvnih sudova na 0.1 mm? lamine proprije sluznice

debelog creva zdravih ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od malignog

tumora
Zdravi ispitanici 10 cm od tumora 20 cm od tumora
Broj CD34-
pozitivnih krvnih 36.57 +£7.59 65.15+18.94* 45.77 £ 16.48**+
sudova

* Kontrole-10 cm od tumora, p<0.01; ** Kontrole-20 cm od tumora, p<0.01;

+ 10 cm od tumora-20 cm od tumora, p<0.01

Broj CD34-pozitivnih krvnih sudova na 0.1 mm? lamine proprije sluznice debelog creva

100

* Bl Zdravi ispitanici
80 - 10 cm od tumora
B 20 cm od tumora
60 -
40 -
20 -
0-

Grafikon 9. Broj CD34-pozitivnih krvnih sudova u lamini propriji sluznice debelog

creva zdravih ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora; *p<0.01
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Slika 11. Imunohistohemijsko bojenje antitelima na CD34. Lamina proprija sluznice
debelog creva zdravih ispitanika (A) i na udaljenosti 10 cm od tumora (B). Na
udaljenosti 10 cm od tumora uocava se veci broj krvnih sudova. Strelicama je obelezen

deo krvnih sudova u lamini propriji sluznice debelog creva. x200
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Za detektovanje novih krvnih sudova u lamini propriji sluznice debelog creva koris¢eno

je anti-CD105 antitelo (ThermoScientific, Sjedinjene Americke Drzave).

U lamini propriji sluznice debelog creva zdravih ispitanika krvni sudovi su minimalno
pozitivni ili sasvim negativni na CD105. Retki CD105-pozitivni krvni sudovi najéesce
se uoCavaju neposredno ispod bazalne membrane ili u predelu dna Liberkinov kripti, uz

laminu muskularis mukoze (Slika 12A).

Ne postoji statisticki znacajna razlika u broju CD105-pozitivnih krvnih sudova u lamini

propriji sluznice debelog creva zdravih muskaraca i Zena (Tabela 28).

Tabela 28. Broj CD105-pozitivnih krvnih sudova na 0.1 mm” lamine proprije sluznice

debelog creva zdravih muskaraca i Zena

Zdravi ispitanici Muskarci Zene

Broj CD105-pozitivnih
krvnih sudova

531+£249 6.07+2.43

Ne postoji statisticki znacajna razlika u broju CD105-pozitivnih krvnih sudova u lamini
propriji razli¢itih delova sluznice debelog creva (rektuma, sigmoideuma i ascendensa)

zdravih ispitanika (Tabela 29).

Tabela 29. Broj CD105-pozitivnih krvnih sudova na 0.1 mm?® lamine proprije razli¢itih

delova sluznice debelog creva (rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih ispitanika

Zdravi ispitanici Rektum Sigmoideum Ascendens
Broj CD105-
pozitivnih krvnih 6.18 +£2.95 4.87+1.07 5.82+2.36
sudova
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U lamini propriji sluznice debelog creva na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora,
CD105-pozitivni krvni sudovi se jasno uocavaju, pre svega subepitelno ili neposredno

iznad lamine muskularis mukoze (Slika 12B).

Broj CD105-pozitivnih krvnih sudova je statisti¢ki znac¢ajno povecan u lamini propriji
sluznice debelog creva udaljenoj 10 cm (14.93 + 5.65, p<0.01) i 20 cm (9.53 = 4.97,
p<0.01) od tumora, u poredenju sa laminom proprijom zdravih ispitanika (5.8 + 2.52).
Takode, broj CD105-pozitivnih krvnih sudova je statisticki znacajno povecan u lamini
propriji sluznice debelog creva na udaljenosti 10 cm od tumora u poredenju sa laminom

proprijom na udaljenosti 20 cm od tumora (p<0.01) (Tabela 30, Grafikon 10).

Tabela 30. Broj CD105-pozitivnih krvnih sudova na 0.1 mm” lamine proprije sluznice

debelog creva zdravih ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od malignog

tumora
Zdravi ispitanici 10 cm od tumora 20 cm od tumora
Broj CD105-
pozitivnih krvnih 5.80+2.52 14.93 + 5.65* 9.53 £ 4.97**+
sudova

* Kontrole-10 cm od tumora, p<0.01; ** Kontrole-20 cm od tumora, p<0.01;

+ 10 cm od tumora-20 cm od tumora, p<0.01
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Broj CD105-pozitivnih krvnih sudova na 0.1 mm? lamine proprije sluznice debelog creva

25- N R
Wl Zdraviispitanici

204 10 cm od tumora
B 20 cm od tumora

15 4

10 4

5.

0.

Grafikon 10. Broj CD105-pozitivnih krvnih sudova u lamini propriji sluznice debelog
creva zdravih ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od malignog tumora;
*p<0.01
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Slika 12. Imunohistohemijsko bojenje antitelima na CD105. Lamina proprija sluznice
debelog creva zdravih ispitanika (A) i na udaljenosti 10 cm od tumora (B). U lamini
propriji sluznice debelog creva zdravih ispitanika uocavaju se retki, slabo CD105-
pozitivni krvni sudovi. Na udaljenosti 10 cm od tumora uocava se veéi broj CD105-
pozitivnih krvnih sudova. Strelicama je obelezen deo krvnih sudova u lamini propriji

sluznice debelog creva. x200
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Za detekciju limfnih sudova u lamini propriji sluznice debelog creva koris¢eno
je anti-podoplanin antitelo (klon D2-40, DAKO, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave).
U lamini propriji sluznice debelog creva ni jednog zdravog ispitanika ne uocavaju se
limfni sudovi. Kod zdravih ispitanika, limfni sudovi se jasno uocavaju u submukozi,
neposredno uz laminu muskularis mukoze, u samoj lamini muskularis mukoze ili retko,
u lamini propriji neposredno uz laminu muskularis mukoze. Sa druge strane, u lamini
propriji sluznice debelog creva na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora, uocavaju se
prosireni limfni sudovi, pre svega neposredno iznad lamine muskularis mukoze.
Takode, uocavaju se D2-40 pozitivne ¢elije i u viSim delovima lamine proprije sluznice

debelog creva (Slika 13).

Zbog odsustva limfnih sudova u lamini propriji sluznice debelog creva zdravih
ispitanika i veoma malog broja u lamini propriji na udaljenosti 10 cm i 20 cm od

tumora, nije radena kvantifikacija u programu Fiji.
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Slika 13. Imunohistohemijsko bojenje antitelima na podoplanin (D2-40 klon). Lamina
proprija sluznice debelog creva zdravih ispitanika (A) i na udaljenosti 10 cm od tumora

(B). Limfni sudovi (obelezeni *) se uocavaju u lamini muscularis mukoze (Imm) i
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neposredno iznad nje, kako kod zdravih ispitanika tako i na udaljenosti 10 cm od
tumora. Na udaljenosti 10 cm od tumora, limfni sudovi su prisutni u ve¢em broju iznad
lamine muscularis mukoze; u lamini propriji sluznice debelog creva se uocavaju

podoplanin pozitivne ¢elije (strelica). x200

4.6 Zastupljenost i organizacija kolagenih vlakana u lamini propriji sluznice debelog
creva
Za vizualizaciju kolagenih vlakana u lamini propriji sluznice debelog creva koris¢eno je

Masson trichrome bojenje.

U lamini propriji sluznice debelog creva zdravih ispitanika kolagena vlakna su debela,
organizovana u vidu pravilnih snopova oko kripti i kroz laminu propriju. Prostori

izmedu kolagenih vlakana su mali (Slika 14A).

Zastupljenost kolagenih vlakana (%) u lamini propriji sluznice debelog creva merena je

primernom softvera Icy (131).

Nema razlike u procentualnoj zastupljenosti kolagenih vlakana u lamini propriji

sluznice debelog creva zdravih muskaraca i zena (Tabela 31).

Tabela 31. Procentualna zastupljenost kolagenih vlakana u lamini propriji sluznice

debelog creva zdravih muskaraca i Zena

Zdravi ispitanici Muskarci Zene

Zastupljenost kolagenih
vlakana u lamini propriji 47.2 +8.49 48.1 +9.81

sluznice debelog creva (%)

Nema razlike u zastupljenosti kolagenih vlakana u lamini propriji razli¢itih delova

sluznice debelog creva (rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih osoba (Tabela 32).
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Tabela 32. Procentualna zastupljenost kolagenih vlakana u lamini propriji razlicitih

delova sluznice debelog creva (rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih ispitanika

Zdravi ispitanici Rektum Sigmoideum Ascendens

Zastupljenost
kolagenih vlakana
u lamini propriji 50.87 £9.02 46.79 £ 8.02 47.69 + 8.09
sluznice debelog

creva (%)

U lamini propriji sluznice debelog creva na udaljenosti 10 cm od tumora kolagena
vlakna su dezorganizovana i istanjena. Zapazaju se veliki "prazni" prostori izmedu
kolagenih vlakana u lamini proriji. Na udaljenosti 20 cm od tumora, kolagena vlakna su

izmenjena na isti nacin, ali u manjoj meri (Slika 14B-C).

Morfometrijskom analizom pokazano je da je zastupljenost kolagenih vlakana statisticki
znac¢ajno smanjena na udaljenosti 10 cm (26.43 + 6.22, p<0.01) i 20 cm (35.15 + 8.34,
p<0.01) od tumora, u poredenju sa laminim proprijom zdravih ispitanika (48.05 + 8.92)
(Tabela 33). Takode, zastupljenost kolagenih vlakana je statisticki znaCajno smanjena
10 cm od tumora u poredenju sa laminom proprijom sluznice debelog creva na

udaljenosti 20 cm od tumora (p<0.01) (Tabela 33, Grafikon 11).
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Tabela 33. Procentualna zastupljenost kolagenih vlakana u lamini propriji sluznice

debelog creva zdravih isptanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od malignog tumora

Zdravi ispitanici

10 cm od tumora

20 cm od tumora

Zastupljenost
kolagenih vlakana
u lamini propriji
sluznice debelog

creva (%)

48.05 £8.92

26.43 £ 6.22*

35.15 £ 8.34**+

* Kontrole-10 cm od tumora, p<0.01; ** Kontrole-20 cm od tumora, p<0.01;

+ 10 cm od tumora-20 cm od tumora, p<0.01

Zastupljenost kolagenih viakana u lamini propriji sluznice debelog creva

60 -

40 -
%
20 -

0-

Bl draviispitanici
10 cm od tumora
B 20 cm od tumora

Grafikon 11. Procentualna zastupljenost kolagenih vlakana u lamini propriji sluznice

debelog creva zdravih isptanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora; *p<0.01

77



78



Slika 14. Masson trichrome bojenje kolagenih vlakana u lamini propriji sluznice
debelog creva zdravih ispitanika (A), na udaljenosti 10 cm od tumora (B) i 20 cm od
tumora (C). U lamini propriji sluznice debelog creva zdravih ispitanika kolagena vlakna
su pravilno organizovana, debela, sa malo prostora izmedu njih. Na udaljenosti 10 cm 1
20 cm od tumora, kolagena vlakna su tanka, nepravilno rasporedena. Izmedu kolagenih

vlakana u lamini propriji pojavljuju se "prazni" prostori. x400

4.7 Primena nelinearnog laserskog skenirajuceg mikroskopa sa sposobnoscéu detekcije
drugog harmonika za vizualizaciju kolagenih vlakana u lamini propriji sluznice debelog
creva

Kako bismo iskljucili moguénost da su promene u orgnizaciji i zastupljenosti kolagenih
vlakana u lamini prorpiji sluznice debelog creva posledica fiksacije tkiva ili samog
Masson trichrome bojenja, koristili smo nelinearni laserski skeniraju¢i mikroskop
(NLS) sa sposobnos¢u detekcije drugog harmonika (SHG) za prikazivanje kolagenih
vlakana u nefiksiranom i neobojenom tkivu. Zbog svoje specifi¢ne, necentrosimetriéne

grade, kolagen je najjaci do sada poznati izvor drugog harmonika u tkivu.

Mikrofotografije dobijene NLS mikroskopom u potpunosti odgovaraju rezultatima
opisanim na Masson trichrome bojenju (Slika 15). Kolagena vlakna u lamini propriji
sluznice debelog creva zdravih ispitanika su debela, pravilno organizovana u vidu
gustih snopova oko kripti i kroz laminu propriju. Na udaljenosti 10 cm od tumora
kolagena vlakna su istanjena, gubi se njihov pravilan raspored. Izmedu vlakana se

zapazaju "prazni" prostori (Slika 15).
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Image37_1.1xt.bmp (3)

VolView 3.4

Slika 15. Kolagena vlakna u lamini propriji sluznice debelog creva zdravih ispitanika
(A) 1 na udaljenosti 10 cm od tumora, posmatrana NLS mikroskopom sa sposobnos¢u
SHG detekcije (B). U lamini propriji sluznice debelog creva zdravih ispitanika kolagena
vlakna su pravilno organizovana, sa minimalnim prostorima izmedu vlakana (A). Na
udaljenosti 10 cm od tumora kolagena vlakna su istanjena i dezorganizovana. U lamini

propriji sluznice debelog creva uocavaju se "prazni" prostori (B).

Takode, na istom mikroskopu, odredivan je koeficijent anizotropije B koji daje

informaciju o uredenosti kolagenih vlakana.

80



Srednja vrednost koeficijenta anizotropije  za uzorke debelog creva na udaljenosti 10

cm i 20 cm od tumora je statisticki znaajno manja, u poredenju sa uzorcima debelog

creva zdravih ispitanika (Tabela 34). Smanjenje koeficijenta anizotropije B u udaljenoj

lamini propriji sluznice debelog creva pacijenata sa tumorom, govori o vecoj

neuredenosti kolagenih vlakana (Slika 16).

Tabela 34. Vrednosti koeficijenta anizotropije B u lamini propriji sluznice debelog creva

zdravih ispitanika, kao 1 na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora debelog creva

Zdravi ispitanici

10 cm od tumora

20 cm od tumora

Koeficijent

anizotropije 3

0.49 £0.06

0.29 +0.08*

027 +0.07"

* Kontrole-10 cm od tumora, p<0.01; " 10 cm od tumora-20 cm od tumora, p<0.01
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Slika 16. Vrednosti koeficijenta anizotropije B prikazane kao slika u lamini propriji
sluznice debelog creva zdravih ispitanika (A) i na udaljenosti 20 cm od tumora (B).
Boja na slici zavisi od intenziteta signala i vrednosti koeficijenta anizotropije . Sto je
jaci signal, slika je svetlija. Za vrednosti koeficijenta anizotropije p=0 (neureden

kolagen) slika je crvena, za vrednosti =1 (ureden kolagen) je zelena. U lamini propriji
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sluznice debelog creva na udaljenosti 20 cm od tumora, kolagena vlakna pokazuju
znatno vecu neuredenost u poredenju sa kolagenim vlaknima u lamini propriji sluznice

debelog creva zdravih ispitanika.

4.8 Zastupljenost i organizacija retikularnih vlakana u lamini propriji sluznice debelog
creva
Za vizualizaciju retikularnih vlakana u lamini propriji sluznice debelog creva koriS¢ena

je impregnacija srebrom po Gomoriju (Slika 17).

U lamini propriji sluznice debelog creva zdravih ispitanika retikularna vlakna su
pravilno organizovana u vidu guste mreze oko kripti i kroz laminu propriju. Prostori
izmedu retikularnih vlakana su mali. Bazalna lamina Liberkinovih kripti okruzena je sa

tri do Cetiri sloja retikularnih vlakana (Slika 17A).

Zastupljenost retikularnih vlakana u lamini propriji sluznice debelog creva merena je

primenom softvera Icy (131).

Nema razlike u zastupljenosti retikularnih vlakana u lamini propriji sluznice debelog

creva zdravih muskaraca i zena (Tabela 35).

Tabela 35. Procentualna zastupljenost retikularnih vlakana u lamini propriji sluznice

debelog creva zdravih muskaraca i Zena

Zdravi ispitanici Muskarci Zene

Zastupljenost retikularnih
vlakana u lamini propriji 42.14 £ 8.04 42.83 +£10.00

sluznice debelog creva (%)

Nema razlike u zastupljenosti retikularnih vlakana u lamini propriji razlic¢itih delova

sluznice debelog creva (rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih osoba (Tabela 36).
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Tabela 36. Procentualna zastupljenost retikularnih vlakana u lamini propriji razlicitih

delova sluznice debelog creva (rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih ispitanika

Zdravi ispitanici Rektum Sigmoideum Ascendens
Zastupljenost
retikularnih
vlakana u lamini 43.48 £ 6.86 41.795+7.16 42.11 £10.35

propriji sluznice

debelog creva (%)

U lamini propriji sluznice debelog creva na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora
bazalna lamina Liberkinovih kripti okruZena je sa samo jednim slojem retikularnih
vlakana. Retikularna vlakna koja se prostiru izmedu kripti, kroz laminu propriju sliznice
debelog creva, su istanjena, a prostori izmedu retikularnih vlakana su povecéani (Slika

17B).

Zastupljenost retikularnih vlakana u lamini propriji sluznice debelog creva na
udaljenosti 10 cm od tumora (27.99 + 7.86) je statisticki znacajno manja u odnosu na
zdrave ispitanike (42.72 + 11.33, p<0.01). Takode, zastupljenost retikularnih vlakana na
udaljenosti 10 cm od tumora (27.99 + 7.86) je statisticki znacajno manja u odnosu na
zastupljenost retikularnih vlakana na udaljenosti 20 cm od tumora (38.76 + 10.01,
p<0.01). Na udaljenosti 20 cm od tumora nema statisticki znacajne razlike u odnosu na

zdrave ispitanike (Tabela 37, Grafikon 12).
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Tabela 37. Procentualna zastupljenost retikularnih vlakana u lamini propriji sluznice

debelog creva zdravih isptanika, kao i na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od malignog tumora

Zdravi ispitanici 10 cm od tumora 20 cm od tumora
Zastupljenost
retikularnih
vlakana u lamini 4272 +£11.33 11.33+ 7.86* 38.76 £ 10.01"

propriji sluznice

debelog creva (%)

* Kontrole-10 cm od tumora, p<0.01; *10 cm od tumora-20 cm od tumora, p<0.01

Zastupljenost retikularnih vlakana u lamini propriji sluznice debelog creva

60 - .
* W draviispitanici

10 cm od tumora
B 20 cm od tumora

Grafikon 12. Procentualna zastupljenost retikularnih vlakana u lamini propriji sluznice
debelog creva zdravih isptanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od malignog

tumora; * p<0.01
U programu Fiji merena je veliCina prostora izmedu retikularnih vlakana (Slika 17 C-F).

Morfometrijska analiza pokazala je da je dijametar prostora izmedu retikularnih vlakana
statisticki znacajno povecan na udaljenosti 10 cm od tumora (5.66 + 2.21 pm), u
poredenju kako sa zdravim ispitanicima (3.32 = 0.81 pm, p<0.01) tako i sa sluznicom na
udaljenosti 20 cm od tumora (3.72 £ 1.27 pum). Nema statisticki znaCajne razlike u
veli¢ini prostora izmedu retikularnih vlakna na udaljenosti 20 cm od tumora i1 zdravih

ispitanika (Tabela 38, Grafikon 13).
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Tabela 38. Dijametar prostora izmedu retikularnih vlakana u lamini propriji sluznice

debelog creva zdravih isptanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od malignog tumora

Zdravi ispitanici 10 cm od tumora 20 cm od tumora

Dijametar prostora
izmedu retikularnih 3.32+£0.81 566 +2.21%* 3.72+1.27°
vlakana (pm)

* Kontrole-10 cm od tumora, p<0.01; " 10 cm od tumora-20 cm od tumora, p<0.01

Dijametar postora izm edu retikulamih vlakana u lamini propriji sluznice debelog creva

10 -
* Wl ‘dravi ispitanici
8 10 ¢cm od tumora

B 20 cm od tumora

Grafikon 13. Dijametar prostora izmedu retikularnih vlakana u lamini propriji sluznice

debelog creva zdravih isptanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora; * p<0.01

86



Slika 17. Retikularna vlakna u lamini propriji sluznice debelog creva zdravih ispitanika
(A, C) i na udaljenosti 10 cm od tumora (B, D); impregnacija srebrom po Gomoriju. U
lamini propriji sluznice debelog creva zdravih ispitanika retikularna vlakna su debela,
pravilno rasporedena u vidu guste mreze (A, x400); Na udaljenosti 10 cm od tumora
retikularna vlakna su tanka; u lamini propriji izmedu retikularnih vlakana uocavaju se
veliki "prazni" prostori (B, x400); Merenje dijametra prostora izmedu retikularnih
vlakana u lamini propriji sluznice debelog creva zdravih ispitanika (C, x630) i na
udaljenosti 10 cm od tumora (D, x630). Merenje se sprovodi u okviru pravouganika
konstantne povrsine koji se upisuje u laminu propriju. Graficki output u programu Fiji,
plug-in Bone J zadrvi ispitanici (E) i 10 cm od tumora (F). Svetlije prebojene sfere

imaju vedi dijametar.
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4.9 Zastupljenost i organizacija periostina u lamini propriji sluznice debelog creva

U lamini propriji sluznice debelog creva zdravih ispitanika periostin je zastupljen u vidu
mreze izmedu kripti 1 neposredno oko kripti, grade¢i jasno uocljiv perikriptalni omotac.
Mreza koju gradi periostin u lamini propriji sluznice debelog creva zdravih ispitanika je
gusta; uocavaju se mali prostori izmedu molekula periostina (Slika 18A).

U lamini propriji sluznice debelog creva na udaljenosti 10 cm i1 20 cm od tumora, i dalje
se zapaza periostin u vidu mreze izmedu kripti. Perikriptalni omota¢ od periostina je
istanjen 1 mestimi¢no nedostaje. [zmedu molekula periostina u lamini propriji sluznice

debelog creva zapazaju se veliki prostori (Slika 18B).
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Slika 18. Imunohistohemijsko bojenje antitelima na periostin. U lamini propriji sluznice
debelog creva periostin je zastupljen u vidu mreze izmedu kripti i neposredno oko
kripti, gradeci jasno uocljiv perikriptalni omota¢ kod zdravih (A). Na udaljenosti 10 cm
od tumora (B), perikriptalni omota¢ koji gradi periostin je istanjen ili u potpunosti

nedostaje (strelice); x400
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Zastupljenost periostina u lamini propriji sluznice debelog creva merena je primenom
softvera Icy (131).
Nema razlike u zastupljenosti periostina u lamini propriji sluznice debelog creva

zdravih muskaraca i zena (Tabela 39).

Tabela 39. Procentualna zastupljenost periostina u lamini propriji sluznice debelog

creva zdravih muskaraca i Zena

Zdravi ispitanici Muskarci Zene

Zastupljenost periostina u

lamini propriji sluznice 45.71 £4.47 43.88 £12.28
debelog creva (%)

Nema razlike u zastupljenosti periostina u lamini propriji razli¢itih delova sluznice

debelog creva (rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih osoba (Tabela 40).

Tabela 40. Procentualna zastupljenost periostina u lamini propriji razli¢itih delova

sluznice debelog creva (rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih ispitanika

Zdravi ispitanici Rektum Sigmoideum Ascendens

Zastupljenost
periostina u lamini
. 48.92 £ 5.60 48.49 +11.06 43.36 £ 5.70
propriji sluznice

debelog creva (%)

Zastupljenost periostina u lamini propriji sluznice debelog creva je statisticki znacajno
smanjena na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora (22.54 = 5.09, p<0.01; 35.22 + 11.34,
p<0.05) u poredenju sa zdravim ispitanicima (44.00 £ 16.89) Takode, zastupljenost
periostina na udaljenosti 10 cm od tumora (22.54 + 5.09) je statisticki znacajno manja u

odnosu na zastupljenost periostina 20 cm od tumora (35.22 + 11.34, p<0.01) (Tabela 40,
Grafikon 14).
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Tabela 41. Procentualna zastupljenost periostina u lamini propriji sluznice debelog

creva zdravih isptanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od malignog tumora

Zdravi ispitanici 10 cm od tumora 20 cm od tumora
Zastupljenost
periostina u lamini .
‘ 44.00 + 16.89 22.54 +5.09* 35.22 4+ 11.34%*
propriji sluznice
debelog creva (%)
* Kontrole-10 cm od tumora, p<0.01; ** Kontrole-20 cm od tumora, p<0.05; 10

cm -20 cm od tumora, p<0.01

Zastupljenost periostina u lamini propriji sluznice debelog creva

80 -
Bl Zdraviispitanici
60 10 cm od tumora

B 20 cm od tumora

% 40 -

20 1

0-

Grafikon 14. Procentualna zastupljenost periostina u lamini propriji sluznice debelog
creva zdravih isptanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od malignog tumora; *

p<0.01; ** p<0.05

U programu Fiji meren je dijametar prostora izmedu molekula periostina u lamini

propriji sluznice debelog creva (Slika 19).
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Slika 19. Merenje dijametra prostora izmedu molekula periostina u programu Fiji, plug-
in Bone J. Kod zdravih ispitanika prostori u lamini propriji sluznice debelog creva
izmedu molekula periostina su mali (A). Na udaljenosti 10 cm od tumora zapaZzaju se
veliki prostori u lamini propriji sluznice debelog creva (B); Graficki zapis iz Bone J-a
prilikom merenja dijametra prostora izmedu molekula periostina kod zdravih ispitanika
(C) 1 na udaljenosti 10 cm od tumora (D). Veéim prostorima program dodeljuje svetliju

boju. x630

Dijametar prostora izmedu molekula periostina je statisticki znacajno povecan na
udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora (6.46 + 1.41, p<0.01; 5.21 £ 2.15, p<0.05) u
poredenju sa zdravim ispitanicima (3.43 £ 0.79) (Tabela 42, Grafikon 15).
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Tabela 42. Dijametar prostora izmedu molekula periostina u lamini propriji sluznice

debelog creva zdravih ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora

Zdravi ispitanici 10 cm od tumora 20 cm od tumora
Dijametar prostora
izmedu molekula
periostina u lamini .
3.43+0.79 6.46 +1.41% 521+2.15

propriji sluznice
debelog creva

(um)

* Kontrole-10 cm od tumora, p<0.01; "Kontrole-20 cm od tumora, p<0.05

Dijametar prostora izmedu molekula periostina u lamini propriji sluznice debelog creva

10 1
Wl draviispitanici
8 *x 10 ¢cm od tumora

T B 20 cm od tumora

7 i

Grafikon 15. Dijametar prostora izmedu molekula periostina u lamini propriji sluznice
debelog creva zdravih isptanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od malignog

tumora; * p<0.01; ** p<0.05

4.10 Zastupljenost i organizacija hijaluronske kiseline u lamini propriji sluznice
debelog creva
Za detektovanje hijaluronske kiseline u lamini propriji sluznice debelog creva koris¢eno

je anti-HABP (hyaluronic acid binding protein) antitelo.

U lamini propriji sluznice debelog creva zdravih ispitanika hijaluronska kiselina je
organizovana u vidu pravilinih, konfluentnih "lanaca" sa vrlo malo prostora izmedu njih

(Slika 20A). U lamini propriji sluznice debelog creva na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od
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tumora "lanci" hijaluronske kiseline se doimaju tanjim, a prostori izmedu njih su veci

(Slika 20B).

50 um
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Slika 20. Imunohistohemijsko bojenje antitelima na HABP. Poprecni presek sluznice
debelog creva zdravih (A) i na udaljenosti 10 cm od tumora (B). U lamini propriji
sluznice debelog creva zdravih ispitanika hijaluronska kiselina je organizovana u vidu
lanaca, sa minimalnim prostorima izmedu njih (A). Na udaljenosti 10 cm od tumora,
izmedu istanjenih lanaca hijaluronske kiseline uocavaju se krupni prostori u lamini

propriji sluznice debelog creva (B); x400

U programu Icy (131) merili smo procentualnu zastupljenost hijaluronske kiseline u

lamini propriji sluznice debelog creva, primenom plug-ina Color Picker Treshold.

Morfometrijska analiza je pokazala da je na udaljenosti 10 cm i 20 cm od primarne
tumorske lezije statistiCki znacajno manja procentualna zastupljenost hijaluronske
kiseline (42.71£11.81 1 45.42+13.35, P<0.01) u poredenju sa laminom proprijom
sluznice debelog creva zdravih ispitanika (60.41+9.31) (Tabela 43, Grafikon 16).

Tabela 43. Procentualna zastupljenosti hijaluronske kiseline u lamini prorpiji sluznice

debelog creva zdravih ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora

Zdravi ispitanici 10 cm od tumora 20 cm od tumora
Zastupljenost
hijaluronske
kiseline u lamini 60.41 £9.31 4271 £ 11.81%* 4542 + 13.35%*

propriji sluznice

debelog creva (%)

* Kontrole-10 cm od tumora, p<0.01; **Kontrole-20 cm od tumora, p<0.01.
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Zastupljenost hijaluronske kiseline u lamini propriji sluznice debelog creva

80 - S
Bl draviispitanici

10 ¢cm od tumora

601 B 20 cm od tumora

% 40 -

20 1

0-

Grafikon 16. Procentualna zastupljenost hijaluronske kiseline u lamini propriji sluznice

debelog creva zdravih isptanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora; *p<0.01

Dijametar prostora izmedu lanaca hijaluronske kiseline u lamini propriji sluznice

debelog creva meren je primenom plug-ina Bone J u programu Fiji (Slika 21) (133).

Dijametar prostora izmedu "lanaca" polimera hijaluronske kiseline je statisticki
znacajno povecan u lamini propriji sluznice debelog creva na udaljenosti 10 cm i 20 cm
od tumora (4.27 + 1.58 pum, p<0.01 i 3.78 £ 1.45 pum, p<0.05) u poredenju sa zdravim
ispitanicima (2.00 £ 0.40 um) (Tabela 44, Grafikon 17).

Tabela 44. Dijametar prostora izmedu "lanaca" hijaluronske kiseline u lamini propriji

sluznice debelog creva zdravih ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora

Zdravi ispitanici 10 cm od tumora 20 cm od tumora
Dijametar prostora
izmedu "lanaca"
hijaluronske N
2.00+0.40 427 +1.58% 3.78 £1.45

kiseline u lamini
propriji sluznice

debelog creva (pm)

* Kontrole-10 cm od tumora, p<0.01; "Kontrole-20 cm od tumora, p<0.05
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Dijametar prostora izmedu '"lanaca" hijaluronske kiseline u lamini propriji sluznice debelog creva

8.
Wl Zdraviispitanici
] N - 10 cm od tumora

B 20 cm od tumora

pm 44

Grafikon 17. Dijametar prostora izmedu "lanaca" hijaluronske kiseline u lamini propriji
debelog creva zdravih isptanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od malignog

tumora; * p<0.01; ** p<0.05

97



Slika 21. Merenje dijametra prostora izmedu "lanaca" molekula hijaluronske kiseline 1
debljine "lanaca" u programu Fiji, plug-in Bone J. Kod zdravih ispitanika "lanci"
hijauronske kiseline su debeli 1 gusto rasporedeni kroz laminu propriju sluznice debelog
creva; prostori izmedu "lanaca" su mali (A). Na udaljenosti 10 cm od tumora "lanci"
hijaluronske kiseline su istanjeni; izmedu njih se pojavljuju veliki prostori u lamini
propriji sluznice debelog creva (B); Grafi¢ki zapis iz Bone J-a prilikom merenja
dijametra prostora izmedu "lanaca" hijaluronske kiseline kod zdravih ispitanika (C) i na
udaljenosti 10 cm od tumora (D). Ve¢im prostorima program dodeljuje svetliju boju.
Graficki zapis iz Bone J-a prilikom merenja debljine "lanaca" hijaluronske kiseline kod
zdravih ispitanika (E) 1 na udaljenosti 10 cm od tumora (F). Debljim "lancima" program

dodeljuje svetliju boju. x630

98



U programu Fiji, koriS¢enjem istog plug-ina Bone J, merena je i debljina "lanaca"

hijaluronske kiseline u lamini propriji sluznice debelog creva (Slika 21) (133).

Debljina "lanaca" polimera hijaluronske kiseline je statisticki znacajno smanjena u
lamini propriji sluznice debelog creva na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora
(1.75£0.4 pm i 1.83+0.3 um, p<0.05) u odnosu na zdrave ispitanike (2.18+0.56 pm)
(Tabela 45, Grafikon 18).

Tabela 45. Debljina "lanaca" hijaluronske kiseline u lamini propriji sluznice debelog

creva zdravih ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora

Zdravi ispitanici 10 cm od tumora 20 cm od tumora
Debljina "lanaca"
hijaluronske
kiseline u lamini 2.18+0.56 1.75 £ 0.4* 1.8+£0.3"

propriji sluznice

debelog creva (pum)

* Kontrole-10 cm od tumora, p<0.05; "Kontrole-20 cm od tumora, p<0.05.

Debljina "lanaca" hijaluronske kiseline u lamini propriji sluznice debelog creva

31
Bl Zdraviispitanici
* * 10 cm od tumora
2. B 20 cm od tumora
pm
1-
0

Grafikon 18. Debljina "lanaca" hijaluronske kiseline u lamini propriji sluznice debelog

creva zdravih isptanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od malignog tumora;

* p<0.05
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4.11 Detektovanje ¢elija lamine proprije sluznice debelog creva
Detektovanje T-limfocita u lamini propriji sluznice debelog creva

Za identifikaciju T-limfocita u lamini propriji sluznice debelog creva koristili smo anti-

CD3 antitelo.

U sluznici debelog creva brojni T-limfociti se zapazaju u lamini propriji i epitelu (Slika
22). T-limfociti su prisutni u svim delovima sluznice debelog creva, sa ne§to veCom

gustinom subepitelno i1 neposredno iznad lamine muskularis mukoze. Broj T-limfocita u

sluznici debelog creva varira i kod zdravih i kod ispitanika sa tumorom.

Slika 22. Imunohistohemijsko bojenje na CD3; sluznica debelog creva zdravih
ispitanika (A, C) i na udaljenosti 10 cm od tumora (B, D). Uocavaju se brojni T-limfocti
u epitelu i lamini propriji sluznice debelog creva. Imm-lamina muscularis mucosae;

strelice pokazuju intraepitelne T-limfocite. A, B x200; C, D x400

Na uveli¢anju x200 u programu Fiji meren je broj T-limfocita u celoj lamini propriji
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sluznice debelog creva na isecku.

Nije izmerena razlika u broju T-limfocita u lamini propriji sluznice debelog creva

zdravih muskaraca i zena (Tabela 46).

Tabela 46. Broj T-limfocita limfocita na 0.1 mm® lamine proprije sluznice debelog

creva zdravih muskaraca i Zena

Zdravi ispitanici Muskarci Zene

Broj T-limfocita u lamini
propriji sluznice debelog 125.24 £33.99 129.34 +£39.61

creva

Nije izmerena razlika u broju T-limfocita u lamini propriji razli¢itih delova sluznice

debelog creva (rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih osoba (Tabela 47).

Tabela 47. Broj T-limfocita na 0.1 mm® lamine proprije razli¢itih delova sluznice

debelog creva (rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih ispitanika

Zdravi ispitanici Rektum Sigmoideum Ascendens

Broj T-limfocita u
lamini propriji
122.62 +£41.63 130.98 +37.44 125.68 +50.30
sluznice debelog

creva

Nije izmerena razlika u broju T-limfocita u lamini propriji sluznice debelog creva na
udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora, u poredenju sa zdravim ispitanicima (Tabela 48,

Grafikon 19).
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Tabela 48. Broj T-limfocita na 0.1 mm® lamine proprije sluznice debelog creva zdravih

ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora

Zdravi ispitanici 10 cm od tumora 20 cm od tumora

Broj T-limfocita u
lamini propriji

. 128.69 +41.81 125.05 +42.94 128.20 +£26.76

sluznice debelog

creva

Broj T-limfocita na 0.1 mm? lamine proprije sluznice debelog creva

200 S
Bl Zdraviispitanici

'|' 10 ¢cm od tumora

Lt B 20 cm od tumora

100 4

50 1

0-

Grafikon 19. Broj T-limfocita na 0.1 mm® lamine proprije sluznice debelog creva

zdravih ispitanika, kao 1 na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora

Analiziran je broj T-limfocita po regionima lamine proprije sluznice debelog creva
(subepitelno, u predelu tela kripti i uz laminu muskularis mukoze). Broj T-limfocita u
razli¢itim regionima lamine proprije sluznice debelog creva analiziran je na uvelicanju
x400 puta, i zapaza se da je neSto veci od broja koji se dobija merenjam na uveli¢anju
x200 puta. Razlog je Sto se prilikom odabira polja za merenje na uvelicanju x400, ipak
ceSc¢e odaberu polja u kojima se nalaze ¢elije, dok na uvelicanju x200 puta obuhvatamo
i laminu propriju bez ili sa malo ¢elija. Isti odnos je dobijen prilikom merenja svih

tipova ¢elija u lamini propriji sluznice debelog creva.

Nema razlike u broju T-limfocita na udaljenosti 10 cm i 20 ¢cm od tumora i izmedu

zdravih ispitanika u razli¢itim regionima lamine proprije debelog creva (Tabela 49).
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Tabela 49. Broj T-limfocita na 0.1 mm® lamine proprije razli¢itih regiona sluznice

debelog creva zdravih ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora

Broj T-limfocita u
lamini propriji
' Zdravi ispitanici 10 cm od tumora 20 cm od tumora
sluznice debelog
creva
Subepitelno 164.05 £ 122.86 161.14 £ 60.75 159.27 £91.58
Izmedu kripti 126.10 + 64.44 127.07 £ 58.18 135.11 £82.28
Uz laminu
138.93 £51.01 132.36 £90.15 132.68 £ 90.55
muskularis mukoze

Detektovanje B-limfocita u lamini propriji sluznice debelog creva

Za identifikaciju B-limfocita u lamini propriji sluznice debelog creva koristili smo anti-

CD20 antitelo.

U lamini propriji sluznice debelog creva B-limfociti su veoma retki, osim u izolovanim

limfnim folikulima.

Zapazaju se pojedinacni B-limfociti u lamini propriji sluznice debelog creva, kako

zdravih ispitanika, tako i ispitanika sa adenokarcinomom (Slika 23).

Zbog malog broja B-limfocita u lamini propriji sluznice debelog creva, nisu

kvantifikovani.
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Slika 23. Imunohistohemijsko bojenje antitelom na CD20. Sluznica debelog creva
zdravih ispitanika (A) i na udaljenosti 10 cm od tumora (B). ZapaZzaju se retki B-
limfociti u lamini propriji van izolovanih limfnih folikula (strelica). ILF- izolovani

limfni folikul; x100
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Detektovanje makrofaga u lamini propriji sluznice debelog creva

Za identifikaciju makrofaga u lamini propriji sluznice debelog creva koristili smo anti-

CD68 antitelo.

U sluznici debelog creva nalazi se veliki broj makrofaga: uocavaju se kao krupne celije
sa produzecima. U debelom crevu kako zdravih, tako i ispitanika sa tumorom,

makrofazi su najbrojniji subepitelno (Slika 24).
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Slika 24. Imunohistohemijsko bojenje antitelom na CD68. Sluznica debelog creva
zdravih ispitanika (A) i na udaljenosti 10 cm od tumora (B). Makrofazi se nalaze u svim
delovima sluznice debelog creva, ali su najgusce rasporedeni subepitelno. Nema razlike
u broju 1 distribuciji makrofaga (strelice) u lamini propriji sluznice debelog creva

zdravih ispitanika i ispitanika sa tumorom; x200
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Na uveli¢anju x200 u programu Fiji meren je broj makrofaga u celoj lamini propriji
sluznice debelog creva na isecku.
Nije izmerena razlika u broju makrofaga u lamini propriji sluznice debelog creva

zdravih muskaraca i zena (Tabela 50).

Tabela 50. Broj makrofaga na 0.1 mm” lamine proprije sluznice debelog creva zdravih

muskaraca 1 Zzena

Zdravi ispitanici Muskarci Zene

Broj makrofaga u lamini
propriji sluznice debelog 114.20 + 35.28 123.42 +31.95

creva

Nije izmerena razlika u broju makrofaga u lamini propriji razlicitih delova sluznice

debelog creva (rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih osoba (Tabela 51).

Tabela 51. Broj makrofaga na 0.1 mm’ lamine proprije razli¢itih delova sluznice

debelog creva (rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih ispitanika

Zdravi ispitanici Rektum Sigmoideum Ascendens

Broj makrofaga u
lamini propriji

. 135.95 £ 58.77 114.62 £43.18 114.20 +£35.28

sluznice debelog

creva

Nije izmerena razlika u broju makrofaga u lamini propriji sluznice debelog creva na

udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora, u poredenju sa zdravim ispitanicima (Tabela 52,

Grafikon 20).
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Tabela 52. Broj makrofaga na 0.1 mm® lamine proprije sluznice debelog creva zdravih

ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora

Zdravi ispitanici 10 cm od tumora 20 cm od tumora

Broj makrofaga u
lamini propriji

. 121.10 = 65.94 117.98 +£38.12 114.72 +58.58

sluznice debelog

creva

Broj makrofaga na 0.1 mm? lamine proprije sluznice debelog creva

200 - S
Bl draviispitanici
150 10 cm od tumora
B 20 cm od tumora
100
50 -
0.

Grafikon 20. Broj makrofaga na 0. mm’ lamine proprije sluznice debelog creva

zdravih ispitanika, kao 1 na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora

Analiziran je broj makrofaga po regionima lamine proprije sluznice debelog creva

(subepitelno, u predelu tela kripti i uz laminu muskularis mukoze) na uvelicanju x400.
Najveci broj makrofaga nalazi se subepitelno.

Nije izmerena razlika u broju makrofaga po regionima lamine proprije sluznice debelog
creva izmedu zdravih ispitanika i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od adenokarcinoma

debelog creva (Tabela 53).
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Tabela 53. Broj makrofaga na 0.1 mm’® lamine proprije razli¢itih regiona sluznice

debelog creva zdravih ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora

Broj makrofaga u
lamini propriji o
' Zdravi ispitanici 10 cm od tumora 20 cm od tumora
sluznice debelog
creva
Subepitelno 233.48 £105.41 249.94 + 77.95 225.89 +£102.39
Izmedu kripti 85.45+41.15 97.94 +36.59 107.06 £ 65.96
Uz laminu
129.14 +70.72 148.17 £90.59 137.51 £82.91
muskularis mukoze

Detektovanje plazma Celija u lamini propriji sluznice debelog creva

Za identifikaciju plazma ¢elija u lamini propriji sluznice debelog creva koristili smo

anti-CD138 antitelo.

U lamini propriji sluznice debelog creva kako zdravih ispitanika tako i na udaljenosti 10

cm i 20 cm od tumora, uocavaju se brojne CD138-pozitivne ¢elije (Slika 25).

CD138-pozitivne celije su krupne, najcesce sa ekscentricno lokalizovanim, svetlim

jedrom.

CD138-pozitivne ¢elija, kako kod zdravih ispitanika, tako i na udaljenosti 10 cm 1 20
cm od tumora, nalaze se u svim delovima lamine proprije sluznice debelog creva.
Neposredno ispod povrSnog epitela, plazma celije gotovo u potpunosti nedostaju.
Narocito je veliki broj plazma ¢elija u srediSnjim delovima lamine proprije sluznice

debelog creva, izmedu tela Liberkinovih kripti (Slika 25).

Na uveli¢anju x200 u programu Fiji meren je broj plazma ¢elija u celoj lamini propriji

sluznice debelog creva na isecku.

Nije izmerena razlika u broju plazma c¢elija u lamini propriji sluznice debelog creva

zdravih muskaraca i zena (Tabela 54).
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Tabela 54. Broj plazma éelija na 0.1 mm® lamine proprije sluznice debelog creva

zdravih muskaraca i zena

Zdravi ispitanici Muskarci Zene

Broj plazma ¢elija u lamini
propriji sluznice debelog 202.15 +56. 83 205.72+59.17

creva

Nije izmerena razlika u broju plazma ¢elija u lamini propriji razli¢itih delova sluznice

debelog creva (rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih osoba (Tabela 55).

Tabela 55. Broj plazma ¢elija na 0.1 mm® lamine proprije razli¢itih delova sluznice

debelog creva (rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih ispitanika

Zdravi ispitanici Rektum Sigmoideum Ascendens

Broj plazma ¢elija
u lamini propriji
. 205.788 + 52.13 204.11 +54.39 204.88 £55.21
sluznice debelog

creva

Nije izmerena razlika u broju plazma ¢elija u lamini propriji sluznice debelog creva 10

cm i 20 cm od tumora, u poredenju sa zdravim ispitanicima (Tabela 56, Grafikon 21).
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Tabela 56. Broj plazma éelija na 0.1 mm® lamine proprije sluznice debelog creva

zdravih ispitanika, kao 1 na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora

Zdravi ispitanici 10 cm od tumora 20 cm od tumora

Broj plazma ¢elija
u lamini propriji

. 204.21 +58.33 212.21 £ 66.46 205.12 +57.81

sluznice debelog

creva

Broj plazma celijana 0.1 mm? lamine proprije sluznice debelog creva

300 - L
Bl draviispitanici

10 ¢cm od tumora

200 - B 20 cm od tumora

100 -

0-

Grafikon 21. Broj plazma éelija na 0.1 mm?® lamine proprije sluznice debelog creva

zdravih ispitanika, kao i1 na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora

Analiziran je broj plazma celija po regionima lamine proprije sluznice debelog creva

(subepitelno, u predelu tela kripti i uz laminu muskularis mukoze) na uvelicanju x400.

Nije izmerena razlika u broju plazma celija po regionima lamine proprije sluznice
debelog creva izmedu zdravih ispitanika 1 na udaljenosti 10 cm i 20 cm od

adenokarcinoma debelog creva (Tabela 57).
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Tabela 57. Broj plazma ¢elija na 0.1 mm® lamine proprije razli¢itih regiona sluznice

debelog creva zdravih ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora

Broj plazma ¢elija
na 0.1 mm’ lamine
proprije sluznice

debelog creva

Zdravi ispitanici

10 cm od tumora

20 cm od tumora

Subepitelno 284.05 + 80.96 279.64 + 74.00 266.28 + 70.06
Izmedu kripti 283.22 +56.99 257.23 +74.56 252.95+93.24

Uz laminu
156.22 £42.53 170.89 + 67.74 193.82 +74.98

muskularis mukoze
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Slika 25. Imunohistohemijsko bojenje antitelom na CD138. Sluznica debelog creva
zdravih ispitanika (A) i na udaljenosti 10 cm od tumora (B). Uocavaju se brojne, krupne
plazma celije, dominantno u vi§im delovima lamine propije; Nema razlike u broju i
distribuciji plazma c¢elija u lamini propriji sluznice debelog creva zdravih ispitanika i

ispitanika sa tumorom; x200
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Detektovanje dendritskih celija u lamini propriji sluznice debelog creva
Za identifikaciju dendritskih ¢elija u lamini propriji sluznice debelog creva koristili smo

anti-S100 antitelo.

U lamini propriji sluznice debelog creva kako zdravih ispitanika tako i na udaljenosti 10

cm i 20 cm od tumora, uo€avaju se brojne, krupne S100-pozitivne ¢elije (Slika 26).
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Slika 26. Imunohistohemijsko bojenje antitelom na S100. Sluznica debelog creva
zdravih ispitanika (A) i na udaljenosti 10 cm od tumora (B). Strelicama su pokazane

pojedine krupne S100-pozitivne dendritske celije. Imm-lamina muscularis mucosae;

x200
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Na uvelicanju x200 u programu Fiji meren je broj dendritskih ¢elija u celoj lamini

propriji sluznice debelog creva na isecku.

Nije izmerena razlika u broju dendritskih ¢elija u lamini propriji sluznice debelog creva

zdravih muskaraca i zena (Tabela 58).

Tabela 58. Broj dendritskih ¢elija na 0.1 mm” lamine proprije sluznice debelog creva

zdravih muskaraca i zena

Zdravi ispitanici Muskarci Zene

Broj dendritskih ¢elija u
lamini propriji sluznice 47.12 £25.53 44.96 £27. 10

debelog creva

Nije izmerena razlika u broju dendritskih ¢elija u lamini propriji razlic¢itih delova

debelog creva (rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih osoba (Tabela 59).

Tabela 59. Broj dendritskih ¢elija na 0.1 mm? lamine proprije razli¢itih delova sluznice

debelog creva (rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih ispitanika

Zdravi ispitanici Rektum Sigmoideum Ascendens

Broj dendritskih
¢elija u lamini
49.18 £ 27. 44 45.67 +24.75 44.80 +25.69
propriji sluznice

debelog creva

Nije izmerena razlika u broju dendritskih ¢elija u lamini propriji sluznice debelog creva

10 cm i 20 cm od tumora, u poredenju sa zdravim ispitanicima (Tabela 60, Grafikon

22).
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Tabela 60. Broj dendritskih éelija na 0.1 mm?® lamine proprije sluznice debelog creva

zdravih ispitanika, kao 1 na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora

Zdravi ispitanici 10 cm od tumora 20 cm od tumora

Broj dendritskih
¢elija u lamini
45.86 £29.45 46.40 £29.11 39.32 +£20.16
propriji sluznice

debelog creva

Broj dendritskih celijana 0.1 mm? lamine proprije sluznice debelog creva

80 1 o
W Zdravi ispitanici

10 cm od tumora

ol B 20 cm od tumora

40 -

20 1

0

Grafikon 22. Broj dendritskih ¢elija na 0.1 mm? lamine proprije sluznice debelog creva

zdravih ispitanika, kao i1 na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora

Analiziran je broj dendritskih ¢elija po regionima lamine proprije sluznice debelog
creva (subepitelno, u predelu tela kripti i uz laminu muskularis mukoze) na uveli¢anju

x400.

Nije izmerena razlika u broju dendritskih ¢elija po regionima lamine proprije sluznice
debelog creva izmedu zdravih ispitanika ispitanika i na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od

adenokarcinoma debelog creva (Tabela 61).
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Tabela 61. Broj dendritskih ¢elija na 0.1 mm* lamine proprije razli¢itih regiona sluznice

debelog creva zdravih ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora

Broj dendritskih
¢elija u lamini
) Zdravi ispitanici 10 cm od tumora 20 cm od tumora
propriji sluznice
debelog creva
Subepitelno 48.74 +30.98 47.52 £20.80 41.97 £20.51
Izmedu kripti 70.83 +£36.27 79.59 +£23.13 77.34 +49.70
Uz laminu
68.51 + 34.38 72.22 +30.79 65.09 = 32.87
muskularis mukoze

Detektovanje S10044-pozitivnih ¢éelija u lamini propriji sluznice debelog creva

Za identifikaciju aktiviranih fibroblasta u lamini propriji sluznice debelog creva koristili

smo anti-S100A4 antitelo.

S100A4 je kalcijum vezujuéi protein Cija se ekspresija povezuje sa nastankom
metastaza u razli¢itim tumorima. S100A4 je lokalizovan u nukleusu, citoplazmi i
ekstracelularnom matriksu 1 ima brojne bioloske funkcije: reguliSe angiogenezu,
pokretljivost i invazivnost ¢elija. Ranije se smatralo da je ekspresija SI00A4 ograni¢ena
na fibroblaste, ali se danas zna je eksprimiran i u monocitima i makrofazima,

limfocitima i endotelnim ¢elijama (136, 137).

U lamini propriji sluznice debelog creva kako zdravih ispitanika tako i na udaljenosti 10
cm 1 20 cm od tumora, uocavaju se brojne, krupne S100A4-pozitivne ¢elije (Slika 27).
Neke od S100A4-pozitivnih celija po morfologiji jasno odgovaraju fibroblastima:
vretenaste, krupne Celije, svetlog izduzenog jedra. Veliki broj S100A4-pozitivnih Celija
odgovara makrofazima: uo€avaju se kao krupne, okrugle ¢elije, najguscée rasporedene u
subepitelnom regionu. Unutar epitela uocavaju se okrugle snazno S100A4-pozitivhe

¢elije koje po morfologiji 1 lokalizaciji odgovaraju intraepitelnim limfocitima (Slika 27).

118



Slika 27. Imunohistohemijsko bojenje antitelom na S100A4. Sluznica debelog creva
zdravih ispitanika (A) i na udaljenosti 20 cm od tumora (B). Uocavaju se brojne
S100A4-pozitivne celije, naroCito gusto rasporedene subepitelno. Strelice pokazuju
pojedine S100A4-pozitivne Celije (F-fibroblasti, M-makrogazi, IL-intraepitelni
limfociti); x200
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Na uveli¢anju x200 u programu Fiji meren je broj S100A4-pozitivnih ¢elija u celoj
lamini propriji sluznice debelog creva na isecku.
Nije izmerena razlika u broju S100A4-pozitivnih ¢elija u lamini propriji sluznice

debelog creva zdravih muskaraca i zena (Tabela 62).

Tabela 62. Broj S100A4-pozitivnih ¢elija na 0.1 mm” lamine proprije sluznice debelog

creva zdravih muskaraca i Zena

Zdravi ispitanici Muskarci Zene

Broj S100A4-pozitivnih
¢elija u lamini propriji 92.22 +£26. 37 89.91 +27.41

sluznice debelog creva

Nije izmerena razlika u broju S100A4-pozitivnih ¢elija u lamini propriji razli¢itih
delova sluznice debelog creva (rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih ispitanika

(Tabela 63).

Tabela 63. Broj S100A4-pozitivnih éelija na 0.1 mm* lamine proprije razli¢itih delova

sluznice debelog creva (rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih ispitanika

Zdravi ispitanici Rektum sigmoideum Ascendens

Broj S100A4-
pozitivnih ¢elija u

lamini propriji 91.14 £26.73 90.31 +27.64 89.76 + 26.93
sluznice debelog

creva

Nije izmerena razlika u broju S100A4-pozitivnih ¢elija u lamini propriji sluznice
debelog creva na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora, u poredenju sa zdravim

ispitanicima (Tabela 64, Grafikon 23).
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Tabela 64. Broj S100A4-pozitivnih ¢elija na 0.1 mm? lamine proprije sluznice debelog

creva zdravih ispitanika, kao 1 na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora

Zdravi ispitanici 10 cm od tumora 20 cm od tumora
Broj S100A4-
pozitivnih ¢elija u
lamini propriji 90.32 £26.89 87.78 £ 51.97 95.24 £50.17

sluznice debelog

creva

Broj S100A4 pozitivnih celija na 0.1 mm? lamine proprije sluznice debelog creva

200 e
B draviispitanici
150 10 cm od tumora
] B 20 cm od tumora
100 -
50 4
0-

Grafikon 23. Broj S100A4-pozitivnih éelija na 0.1 mm® lamine proprije sluznice

debelog creva zdravih ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora

Analiziran je broj S100A4-pozitivnih ¢elija po regionima lamine proprije sluznice
debelog creva (subepitelno, u predelu tela kripti i uz laminu muskularis mukoze) na

uveli¢anju x400.

Nije izmerena razlika u broju S100A4-pozitivnih ¢elija po regionima lamine proprije
sluznice debelog creva izmedu zdravih ispitanika i1 ispitanika sa adenokarcinomom

debelog creva (Tabela 65).
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Tabela 65. Broj S100A4-pozitivnih éelija na 0.1 mm?® lamine proprije razli¢itih regiona

sluznice debelog creva zdravih ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora

Broj S100A4-
pozitivnih ¢elija na
0.1 mm® lamine Zdravi ispitanici 10 cm od tumora 20 cm od tumora
proprije sluznice

debelog creva

Subepitelno 149.16 + 42.50 147.02 +£49.92 159.62 +£45.23
Izmedu kripti 136.32 +36.27 125.21 +44.05 125.19 +£ 68.43

Uz laminu
80.21 +34.38 75.85 +£38.28 73.50 +44.23

muskularis mukoze

Detektovanje miofibroblasta u lamini propriji sluznice debelog creva

Za identifikaciju miofibroblasta u lamini propriji sluznice debelog creva koristili smo
antitelo na glatko-misiéni alfa-aktin (aSMA). U lamini propriji sluznice debelog creva
aSMA eksprimiraju i perivaskularni periciti ali su miofibroblasti daleko brojniji 1 lako
se identifikuju na osnovu specifi¢ne morfologije i pozicije.

Miofibroblasti debelog creva su vretenaste celije, nalik glatkim miSi¢nim celijama,
predominantno lokalizovane oko kripti 1 ispod povrSnog epitela. Iako su
najrasprostranjeniji perikriptalno, formiraju sincicijum kroz celu laminu propriju. U
predelu baza kripti miofibroblasti su ovalnog ili Cunastog oblika, dok u gornjim
delovima kripti mestimi¢no poprimaju stelatnu morfologiju. U direktnom su kontaktu sa
misiénim ¢elijama lamine muskularis mukoze i pericitima.

U lamini propriji sluznice debelog creva zdravih ispitanika miofibroblasti obrazuju
kontinuirani perikriptalni omota¢ (Slika 28A).

Nema razlike u procentualnoj zastupljenosti miofibroblasta u lamini propriji sluznice

debelog creva zdravih muskaraca i Zena (Tabela 66).
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Tabela 66. Procentualna zastupljenost miofibroblasta u lamini propriji sluznice debelog

creva zdravih muskaraca i Zena

Muskarci 5
Zene

Zdravi ispitanici (medijana i interkvartalni

(medijana i interkvartalni
opseg od 25-75.

) opseg od 25-75. percentila)
percentila)

Zastupljenost
miofibroblasta u lamini
. 8.49 (6.61-10.61) 9.78 (7.87-11.4)
propriji sluznice debelog

creva (%)

Nema razlike u procentualnoj zastupljenosti miofibroblasta u lamini propriji razli¢itih

delova sluznice debelog creva (rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih osoba (Tabela
67).

Tabela 67. Procentualna zastupljenost miofibroblasta u lamini propriji razli¢itih delova

sluznice debelog creva (rektum, sigmoideum, ascendens) zdravih ispitanika

Rektum Sigmoideum Ascendens

(medijana i (medijana i (medijana i
Zdravi ispitanici interkvartalni opseg | interkvartalni opseg | interkvartalni opseg
od 25-75. od 25-75. od 25-75.

percentila) percentila) percentila)

Zastupljenost
miofibroblasta u

lamini propriji 7.82 (5.88-10.27) 9.09 (7.75-11.12) 9.14 (5.72-12.06)
sluznice debelog

creva (%)
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U lamini propriji sluznice debelog creva na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora,
miofibroblasti se i dalje jasno uo€avaju, medutim, perikriptalni omotac koji obrazuju je
diskontinuiran (Slika 28B).

Morfometrijske analize potvrduju naSa zapaZanja. Postoji smanjena procentualna
zastupljenost miofobroblasta u lamini propriji sluznice debelog creva na udaljenosti 10
cm 1 20 cm od tumora u poredenju sa laminom proprijom sluznice debelog creva

zdravih ispitanika (p<0.01) (Tabela 68, Grafikon 24).

Tabela 68. Procentualna zastupljenost miofibroblasta u lamini propriji sluznice debelog

creva zdravih ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora

Zdravi ispitanici
(medijana i
interkvartalni opseg
od 25-75.

percentila)

10 cm od tumora
(medijana i
interkvartalni opseg
od 25-75.

percentila)

20 cm od tumora
(medijana i
interkvartalni opseg
od 25-75.

percentila)

Zastupljenost
miofibroblasta u
lamini propriji

debelog creva (%)

8.78 (6.72-11.07)

5.86 (3.9-9.1)"

6.06 (3.53-7.76) "

* Kontrole-10 cm od tumora, p<0.01; ** Kontrole-20 cm od tumora, p<0.01;
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Procentualna zastupljenost miofibroblasta u lamini propriji sluznice debelog creva

20- .o . . . .
[ Zdravi ispitanici
- 10 cm od tumora
3 20 cm od tumora
*
% 10 4 *K
5] Lo
0 T T T

Grafikon 24. Procentualna zastupljenost miofibroblasta u lamini propriji sluznice
debelog creva zdravih ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora; *

Kontrole-10 cm od tumora, p<0.01; ** Kontrole-20 cm od tumora, p<0.01
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Slika 28. Imunohistohemijsko bojenje antitelima na aSMA. U lamini propriji sluznice
debelog creva zdravih ispitanika miofibroblasti su rasporedeni u vidu kontinuiranog
perikriptalnog omotaca (A). U lamini propriji sluznice debelog creva na udaljenosti 10
cm od tumora perikriptalni omotac¢ koji grade miofibroblasti postaje diskontinuiran (B).
Strelicama su obeleZeni perikriptalni miofibroblasti; Imm-lamina muscularis mucosae;

x200
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Merili smo zastupljenost miofibroblasta u odredenim regionima lamine proprije
sluznice debelog creva: Uz laminu muskularis mukoze postoji statistiCki znacajno
manja zastupljenost miofobroblasta 10 cm od tumora u poredenju sa laminom proprijom
zdravih ispitanika (p<0.01). Takode, zastupljenost miofibroblasta je statisticki znacajno
manja na udaljenosti 10 cm od tumora u poredenju sa laminom proprijom sluznice
debelog creva na udaljenosti 20 cm od tumora (p<0.05). U lamini propriji izmedu kripti
postoji statisticki znacajno smanjenje zastupljenosti miofibroblasta 10 cm od tumora u
poredenju sa zdravim ispitanicima (p<0.01) i 20 cm od tumora u poredenju sa laminom
proprijom sluznice debelog creva zdravih ispitanika (p<0.05). U subepitelnom regionu
lamine proprije nema statisticki znacajne razlike u zastupljenosti miofibroblasta 10 cm 1
20 cm od tumora u poredenju sa zdravim ispitanicima (Tabela 69).

Tabela 69. Procentualna zastupljenost miofibroblasta u lamini propriji razli¢itih regiona

sluznice debelog creva zdravih ispitanika, kao i na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora

Zastupljenost

miofibroblasta u

Zdravi ispitanici 10 cm od tumora 20 cm od tumora

lamini propriji

debelog creva (%)
Subepitelno 9.4 (6.53-11.34) 7.82(4.5-10.94) | 5.56 (3.28-11.14)
Izmedu kripti 12.41(8.45-16.78) | 8.63 (5.27-11.56)" | 8.74 (6.16-12.99)"
Uz laminu

muskularis mukoze

13.15 (11.12-16.6)

5.87 (3.77-8.71)"

7.54 (5.89-19.03)"

“Zdravi ispitanici-10 cm od tumora, p<0.01; " Zdravi ispitanici-20 cm od tumora,

p<0.05;"10 cm od tumora-20 cm od tumora, p<0.05
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5. Diskusija

Nas rad je prvi koji je pokazao postojanje strukturnih i celularnih promena sluznice
debelog creva na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora u poredenju sa sluznicom uzetom
sa iste lokacije, ispitanika bez tumora.

Pokazali smo da u sluznici debelog creva na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora
postoje promene i u epitelu i u lamini proprpriji.

U epitelu sluznice debelog creva na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora, detektovali
smo promene morfometrijskih parametara, histohemijske promene, promene u
proliferaciji i fraktalnoj dimenziji.

Na iseccima obojenim hematoksilinom i eozinom, na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od
tumora, izmereno je povecanje visine epitelnih ¢elija sluznice debelog creva, kako u
povrsnom epitelu, tako i u epitelu Liberkinovih kripti. U literaturi, do sada, nisu bile
opisane promene u visini epitela sluznice debelog creva na tako velikoj udaljenosti od
tumora. Izmereno povecéanje visine peharastih celija sluznice debelog creva na
udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora, takode do sada nije bilo opisano, ali je
registrovano u prelaznoj sluznici debelog creva (138). Pojam "prelazna sluznica"
najcesce se odnosi na sluznicu udaljenu do 2 cm od ivice tumora (105). Prelazna
sluznica je bila predmet brojnih istrazivanja i poznato je da u njoj postoje genetske
(106), epigenetske (107, 108) i biohemijske promene (109) po kojima ova sluznica

podseca na tumor.

Nakon morfometrijske analize, radena je fraktalna i teksturalna analiza jedara epitelnih
¢elija sluznice debelog creva, kao potencijalna metoda kvantifikacije kompleksnosti
(139, 140). Merena su dva parametra fraktalne analize (fraktalna dimenzija i
lakunarnost) 1 pet parametara teksturalne analize (drugi angularni momenat, korelacija,
inverzni momenat razlike, entropija i varijansa).

Nasi rezultati pokazuju da postoji promena oba merena parametra fraktalne analize
jedara epitelnih celija debelog creva na udaljenosti 10 cm i1 20 cm od tumora u
poredenju sa jedrima epitelnih ¢éelija ispitanika bez tumora.

Na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora detektovano je statisticki znacajno smanjenje
fraktalne dimenzije jedara epitelnih celija u poredenju sa jedrima zdravih ispitanika.

Takode, detektovano je statisticki znacajno smanjenje lakunarnosti jedara udaljenih 10
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cm od tumora, u poredenju sa jedrima udaljenim 20 cm od tumora i jedrima zdravih
ispitanika. Promene u oba parametra govore u prilog promeni u rasporedu u odnosu
euhromatina i hetrohromatina u jedrima epitelnih ¢elija. Predpostavlja se da kod osoba
sa tumorom dolazi do promene u ekspresiji gena i u udaljenim epitelnim ¢elijama (141).
Promena ekspresije gena prac¢ena je promenom u strukturi hromatina u jedrima epitelnih
¢elija. Promene su naro€ito izrazene u predelu dna Liberkinovih kripti, gde se nalaze
maticne ¢elije debelog creva.

Na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora, detektovana je promena u svim merenim
parametrima teksturalne analize jedara epitelnih ¢elija u poredenju sa jedrima ispitanika
bez tumora.

Na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora, detektiovano je statisticki znacajno povecanje
angularnog drugog momenta, inverznog momenta razlike i varijanse. Takode, na
udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora, detektovano je statisticki znaCajno smanjenje
vrednosti korelacije i entropije, u poredenju sa zdravim ispitanicima.

lako su detektovane promene u merenim parametrima fraktalne i teksturalne analize
jedara epitelnih ¢elija 10 cm 1 20 cm od tumora, smer promena varira, i govori u prilog
vec¢oj homogenosti jedara na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora, u poredenju sa
kontrolama. Ni jedan parametar, sam, nije dovoljan za pouzdanu diskriminaciju izmedu
jedra epitelnih Celija pacijenta sa i bez tumora. Predpostavljamo da bi kombinacija

merenih parametara mogla imati vecu diskriminativnu vrednost.

Na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora detektovana je promena u sintezi sulfomucina i
sijalomucina u peharastim celijama epitela debelog creva: povecan broj sijalomucin-
pozitivnih ¢elija u povrSnom epitelu i gornjim delovima Liberkinovih kripti i smanjen
broj sulfomucin-pozitivnih ¢elija.

Poznato da je da se opisane promene uocavaju u karcinomu debelog creva i prelaznoj
sluznici (112).

Prelazna sluznica (udaljena do 2 cm od tumora) nije zahvac¢ena tumorom, i zato je nama
narocito zanimljiva. Ve¢ je pomenuto da u njoj postoje razli¢ite promene, po kojima ova
sluznica podseca na tumor. Dobro je poznato da ¢elije tokom maligne transformacije
ponovo pocinju da sintetiSu fetalne antigene, proteine i glikoproteine koji nisu prisutni u

adultnim tkivima. Smatra se da do toga dolazi usled gubitka funkcije tumor
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supresorskih gena i regresije ¢elija u slabije diferencirane celije, nalik embrionalnim
(112, 142).

Ranije opisana promena u odnosu sulfomucina i sijalomucina u prelaznoj sluznici, i ista
promena koju smo mi prvi put opisali na udaljenosti 10 cm i1 20 cm od tumora, moze
predstavljati dediferencijaciju peharastih Celija epitela debelog creva, tako da obrazac
sekrecije mucina li¢i na onaj u fetalnim crevima (112, 143). Dakle, navedena promena
moze predstavljati dediferencijaciju peharastih ¢elija u nezrele peharaste Celije, Sto je
jedna od karakteristika ranih stadijuma karcinogeneze.

Grupa autora je navedene promene u sintezi mucina u crevima opisala i u ulceroznom
kolitisu 1 Kronovoj bolesti, i zato smatra da ne predstavljaju predispoziciju za nastanak
tumora, ve¢ regenerativne promene sluznice (144). Promene su bile izrazenije u
ulceroznom kolitisu. Sa druge strane, kod ovih pacijenata postoji povecan rizik za
nastanak karcinoma debelog creva (145). Takode, ¢ak i da promene u prelaznoj sluznici
odrazavaju regenerativne promene, malo je verovatno da bi to moglo da se odnosi na
sluznicu na ve¢oj udaljenosti od tumora.

Nedavno je pokazano da sadrzaj sulfomucina i sijalomucina u crevima uti¢e na
kompoziciju mikrobiote u crevima. Na primer, redukcija sulfomucina je povezana sa
smanjenim sadrzajem odredenih sojeva sulfat-redukujuéih bakterija (146, 147). Danas
se velika paznja poklanja proucavanju veze izmedu mikrobiote i karcinoma debelog
creva. Smatra se da kompozicija mikrobiote u crevima igra znacaju ulogu u inicijaciji i
progresiji kolorektalnog karcinoma (148, 149). Dakle, ne smemo iskljuciti potencijalnu
ulogu mikrobiote u crevima, u promeni odnosa sulfomucina i sijalomucina.

Pokazano je da tumorske ¢elije mogu biti obloZene sijali¢nom kiselinom; omota¢ od
sijalicne kiseline "sakriva" tumorske antigene i $titi tumorske ¢elije od ¢elija imunskog

sistema (150, 151).

Na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora, detektovan je statisti¢ki znacajno ve¢i ukupan
broj Ki67-pozitivnih ¢Celija, u poredenju sa zdravim ispitanicima. Posmatrano po
regionima, pokazano je da postoji statisticki znacajno veci broj Ki67-pozitivnih ¢elija u
srednjoj 1 gornjoj trecini Liberkinovih kripti. Dakle, poveéan je broj celija koje

proliferiSu i naruSena je fina kompartmentalizacija Liberkinovih kripti.
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Osim u samom karcinomu debelog creva, poveéan broj Ki67-pozitivnih Celija
detektovan je i u prelaznoj sluznici (152, 153). Smatra se da je jedan od uzroka
povecane proliferacije epitelnih ¢elija u prelaznoj sluznici parakrini efekat tumorskih
¢elija koje sekretuju EGF (epidermal growth factor), EGF-R i TGF-a (154, 155, 156).
Pokazana je veza izmedu sekrecije TGF-a od strane tumorskih ¢elija i Ki67-indeksa
unutar tumora i u prelaznoj sluznici (152). Tumorske ¢elije i tumor-asocirani makrofazi
stvaraju povecane koli¢ine IL-15 (152). IL-15 je faktor rasta intestinalnih epitelnih
¢elija (157). Produkcija IL-15 od strane tumorskih ¢elija i makrofaga tumora pozitivno
korelira sa Ki67-indeksom u prelaznoj sluznici (158).

Sa druge strane, hiperproliferacija i poremecaj distribucije proliferiSu¢ih celija u
naizgled zdravoj sluznici opisani su i kod pacijenata sa velikim sporadi¢nim adenomima
u debelom crevu (159, 160, 161). Prisustvo hiperproliferacije kod ovih pacijenata,
govori u prilog field carcinogenesis teoriji - da dugotrajno izlaganje karcinogenima
dovodi do difuznih promena u naizgled zdravoj sluznici debelog creva i da navedene
promene predstavljaju predispoziciju za nastanak karcinoma (159, 160).

Nasi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima Luigi B i saradnka (160) koji su analizirali
proliferaciju epitelnih Celija zdravih ispitanika, ispitanika sa adenomatoznim polipima,
sa adenokarcinomom debelog creva i proliferaciju u naizgled zdravoj sluznici udaljenoj
od tumora.

Slicne rezultate (hiperproliferacija uz pomeranje proliferiSu¢ih ¢elija u vise delove
Liberkinovih kripti) na udaljenosti 10 cm od tumora, pokazali su Hanna Moris i
saradnici (162) koriste¢i MCM2 (Minichromosome maintenance protein 2) kao marker
proliferacije.

Nas§ rad, zajedno sa predhodno objavljenim radovima, pokazuje da postoji
hiperproliferacija i pomeranje proliferiSu¢ih ¢elija u gornje delove Liberkinovih kripti, u
naizgled zdravoj sluznici, udaljenoj od tumora. Takode, ukazuje na potrebu da se kod
ispitivanja proliferacije u debelom crevu, kao kontrola koriste zdravi ispitanici a ne

sluznica udaljena 10 cm ili viSe od malignog tumora.

Pored promena na epitelnim ¢elijama, pokazali smo da na udaljenosti 10 cm i 20 cm od

tumora postoje strukturne i celularne promene lamine proprije sluznice debelog creva.
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Tumori se viSe ne posmatraju samo sa stanoviSta mutiranih epitelnih celija, ve¢ se
smatraju slozenim heterocelularnim sistemima ¢iji se nastanak i progresija odvijaju
iskljuc¢ivo kroz brojne i multidirekcione interakcije izmedu epitelnih ¢elija 1 ¢elijskih 1
strukturnih elemenata strome (84).

Nedvosmisleno je pokazano da postoje uzajamne interakcije izmedu tumorskih celija
adenokarcinoma debelog creva i elemenata vezivnog tkiva lamina proprije u kom se

tumor razvija (86).

U lamini propriji sluznice debelog creva na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora,
detektovali smo promene u zastupljenosti krvnih i limfnih sudova, komponenata

ekstracelularnog matriksa i miofibroblasta.

Na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora, detektovali smo povecan broj kako ukupnih
(CD34-pozitivnih) tako i novo-formiranih (CD105-pozitivnih) kapilara i malih krvnih
sudova.

Na modelu pacova tretiranih azoksimetanom (AOM) primenom razli¢itih metoda
opticke spektroskopije, pokazano je da je prokrvljenost nezahvacene sluznice debelog
creva u okolini tumora povecana nekoliko puta, u poredenju sa sluznicom iste lokacije
kod netretiranih pacova. Autori su ovaj fenomen nazvali ranim povecanjem
mikrovaskularnog dotoka krvi (early increase in microvascular blood supply, EIBS)
(109, 163).

EIBS je detektovan u sluznici rektuma kod pacijenta sa adenomom na drugom mestu u
kolonu. EIBS nije detektovan u sluznici rektuma kod pacijenata sa divertikulozom,
hiperplasti¢nim polipima i hemoroidima (109).

EIBS je karakteristiCan za "Field carcinogenesis" koncept 1 primarno je ograni¢en na
sluznicu 1 male krvne sudove-arteriole 1 kapilare. EIBS se smatra formom
neoangiogeneze i najizrazeniji je u predelu baza kripti (109).

Etiologija EIBS-a nije razjasnjena do kraja. Jedna od teorija je da je sluznica
izmenjenog "polja" hiperproliferativna i da postoji prelazak epitelnih i stromalnih ¢éelija
sa aerobnog na aneorobni metabolizam, tzv Varburgov efekat (Warburg effect) (109,
163). Hipoksija indukuje neoangiogenezu preko niza faktora, od kojih je narocito vazan

hipoksijom indukovan faktor 1 (hypoxia-inducible factor I). Pokazana je povecana
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ekspresija HIFI-a u nezahvacenoj sluznici debelog creva i kod ljudi i kod miseva. U
istom radu, pokazano je da dolazi da povecane ekspresija gena koje indukuje HIFI-a, a
koji su ukljuceni u anerobnu glikolizu (GLUT2, PKMA, LDH) (164).

HIFI-a indukuje 1 sintezu VEGF-A 1 matriks metaloproteinaza (MMPs). VaZzan izvor
VEGF-A su i tumorske i sromalne ¢elije, ukljuuju¢i makrofage i miofibroblaste.
VEGF-A je jedan od najznacajnijih faktora rasta ukljuenih u formiranje i funkciju
novih krvnih sudova: reguliSe proliferaciju i migraciju endotelnih ¢elija i mobiliSe
prekursore endotelnih ¢elija iz kostne srzi u novoformirane krvne sudove. Jedan od
markera prekursora endotelnih ¢elija je endoglin, CD105, koji smo koristili u radu.
Matriks metaloproteinaze deluju dvojako: razgradnjom ekstracelularnog matriksa
oslobadaju vezani VEGF-A i remodeluju novoformirane krvne sudove (165).

To sto je EIBS, kao i u naSem radu, naroCito izrazen u predelu baza kripti, moze se
objasniti najintezivnijom proliferacijom ¢elija, upravo u ovom odeljku. U predelu baze
kripti nalaze se mati¢ne Celije debelog creva. Prve promene u prelaznoj mukozi, u
smislu povecane proliferacije ¢elija, opisane se upravo u ovom odeljku (105).

Dakle, povecanje broja postoje¢ih (CD34-pozitivnih) i novih krvnih sudova (CD105-
pozitivnih) deSava se veoma rano u procesu transformacije sluznice debelog creva, bilo
pod uticjem faktora koje sekretuje tumor, bilo u sklopu "field carcinogenesis"

fenomena, kao promena koja stvara predispoziciju za nastanak tumora.

U lamini propriji sluznice debelog creva zdravih ispitanika limfni sudovi nisu
razvijeni. U samoj lamini muskularis mukoze i neposredno uz nju prisutna je bogata
mreza limfnih sudova.

Dobro je poznato da je prisustvo metastaza u limfnim ¢vorovima vazan prognosticki
faktor kod adenokarcinoma debelog creva. Medutim, ta¢an mehanizam nastanka
metastaza nije do kraja rasvetljen. U nastanak metastaza ukljuene su sloZene
interakcije tumorskih ¢elija, mikrosredine tumora i okolnog tkiva. Invazija limfnih
sudova je preduslov za nastanak metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima (166,
167). Medutim, povezanost gustine limfnih sudova unutar tumora i nastanka metastaza
je kontroverzna. Veliki broj autora smatra da je povecana gustina limfnih sudova unutar
samog tumora (pre svega na periferiji tumora, poSto su limfni sudovi u centralnim

delovima tumora cesto nefunkcionalni) povezana sa ve¢om ucestaloSéu metastaza u
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limfnim ¢vorovima 1 loSijom prognozom kod brojnih tumora, ukljucujuci
adenokarcinom debelog creva (168, 169, 170).

S obzirom na odustvo limfnih sudova u lamini propriji sluznice debelog creva, smatralo
se da se metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima mogu javiti tek kada tumor
invadira laminu muskularis mukoze. Medutim, metastaze u regionalnim limfnim
¢vorovima zapazene su (u malom procentu) i kod pacijenata sa tumorom ograni¢enim
na laminu propriju sluznice debelog creva. Duzim pra¢enjem pacijenata, pokazano je da
su metastaze u regionalnim limfnim c¢vorovima ceS¢e kod pacijenata sa
adenokarcinomom debelog creva koji zahvata laminu propriju u poredenju sa in situ
tumorom (171, 172). Navedena zapazanja podstakla su na dodatna istrazivanja koja su
potvrdila da se i u lamini propriji sluznice debelog creva mogu detektovati limfni sudovi
u odredenim patoloskim stanjima kao $to su postojanje tumora i inflamacija (171).
Povecana gustina limfnih sudova zapaza se ne samo u podru¢jima inflamacije i u
tumoru, ve¢ i u nezahvacenoj sluznici pacijenata sa inflamatornim bolestima creva i u
prelaznoj sluznici, oko tumora (171).

U naSem istrazivanju, u nezahvacenoj lamini propriji sluznice debelog creva na
udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora, zapazaju se dobro razvijeni limfni sudovi,
neposredno iznad lamine muskulars mukoze. Takode, duz cele lamina proprije sluznice
debelog creva, na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora, mogu se videti pojedinacne ili
rede, prisutne u manjim grupama, D2-40 pozitvne Celije.

Lokalizacija limfnih sudova u lamini propriji sluznice debelog creva, neposredno uz
laminu muskularis mukoze, sugeriSe da se ne radi o de novo limfangiogenezi, nego da
limfni sudovi nastaju od ve¢ postojecih limfnih sudova lamine muskularis mukoze.

U nase istrazivanje nisu bili ukljuceni pacijenti sa inflamatornim bolestima creva, kao ni
pacijenti sa karcinomom debelog creva koji je nastao u sluznici zahvacenoj kolitisom
(colitis-associated cancer, CAC). Pojava limfnih sudova u lamini propriji sluznice
debelog creva, udaljenoj od tumora, ne moze se, dakle, pripisati inflamaciji (171, 173).
Brojni faktori su ukljuc¢eni u limfangiogenezu i proliferaciju i diferencijaciju limfnih
edotelnih ¢elija. Najznacajniji su VEGF-C i VEGF-D koji deluju putem VEGFR-3
receptora. U manjoj meri limfangiogenezu stimuliSu VEGF-A, FGF2, IGF2, HGF i
PDGF-BB (174, 175).
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VEGF-C i VEGF-D mogu sekretovati same tumorske celije, ali i stromalne
¢elije tumora, pre svega makrofazi. Tumorske ¢elije takode sekretuju TNFa 1 IL-6 koji
povecavaju ekspresiju faktora koji stimuliSu limfangiogenezu (175).

Jedan od mogucih mehanizama limfangiogeneze u udaljenoj lamini propriji
sluznice debelog creva mogla bi biti sekrecija navedenih faktora, od strane tumorskih
¢elija ili tumorom-aktiviranih ¢elija strome. ZapaZzeno je da tumor indukuje
limfangiogenezu u regionalnim limfnim ¢vorovima, ¢ak i pre pojave metastaza (175).
Takode je pokazano da tumor regrutuje prekursore limfnih endotelnih ¢elija iz kostne
srzi u novoformirane limfne sudove (165).

Drugi mogu¢i mehanizam (pri ¢emu se navedeni mehanizmi medusobno ne
iskljucuju) je indukcija limfangiogeneze hipoksijom koja postoji u sluznici "polja".
Hipoksija idukuje proliferaciju i migraciju limfnih endotelnih ¢elija. Brojni faktori su
ukljuceni u indukciju limfangiogeneze hipoksijom. Jedan od najvaznijih je, veé
pomenuti, HIF-la, glavni transkripcioni faktor odgovoran za adaptaciju celija na

hipoksiju. HIF-1a, pored ostalog, indukuje ekspresiju VEGF-C i VEGF-D (167).

Zatim smo posmatrali komponente ECM (vlakna i osnovnu supstancu). Pokazali
smo da na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora debelog creva postoji smanjena
zastupljenost svih posmatranih komponenata ECM (kolagenih i retikularnih vlakana,
periostina 1 hijaluronske kiseline) i povecanje prostora u lamini propriji sluznice
debelog creva izmedu komponenata ECM.

Dugo vremena ECM se smatrao inertnim substratom, trodimenzionalnom potkom koja
"popunjava" prostor izmedu celija i obezbeduje podlogu za njihov rast i migraciju.
Danas se zna da je ECM veoma kompleksna i dinami¢na struktura, ¢ije promene prate
tok 1 utiCu na progresiju brojnih hroni¢nih bolesti, ukljucujuc¢i tumore (69, 85, 86).
Biohemijska svojstva komponenata ECM uticu na adheziju, morfologiju i migraciju
¢elija (176), a biofizicka i biomehanicka svojstva reguliSu zapreminu te¢nosti u tkivima
(56).

Detektovali smo promenu u zastupljenosti i organizicaji kolagenih i retikularnih vlakana
u lamini propriji sluznice debelog creva na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora
koriste¢i histohemijske metode, morfometrijska merenja i NLM. Na iseccima sluznice

debelog creva bojenim histohemijski, pokazali smo da su kolagena i retikularna vlakna
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istanjena 1 da grade nepravilne snopove kroz laminu propriju sluznice debelog creva.
Primenom softvera za analizu slike pokazali smo da postoji smanjena zastupljenost
kolagenih i retikularnih vlakana u lamini propriji sluznice debelog creva na udaljenosti
10 cm 1 20 cm od tumora. Kada se kolagena vlakna posmatraju u nefiksiranom i
neobojenom tkivu koriste¢i NLM sa sposobnos¢u detekcije drugog harmonika, istanjena
1 neuredena kolagena vlakana se jo$ jasnije uocavaju. Neuredenost kolagenih vlaknana
kvatifikovali smo koeficijentom anizotropije  koji je statisticki znacajno manji 10 cm i
20 cm od tumora ($to govori u prilog neuredenosti) u poredenju sa laminom proprijom
sluznice debelog creva zdravih ispitanika. Izmedu vlakana u lamini propriji sluznice
debelog creva uocavaju se veliki "prazni" prostori, koji su CD34/CD105/podoplanin’.
Pokazali smo da su "prostori" izmedu kolagenih i retukularnih vlakana statisticki
zna¢ajno veci na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora, u poredenju sa zdravim
ispitanicima.

Promene kolagenih i retilularnih vlakana (pri ¢emu su retikularna vlakna poseban tip
kolagenih vlakana) su vazna karakteristika tumora. Prilikom nastanka i progresije
tumora konstantno se vrS$i remodelovanje kolagena: razgradnja, sinteza, unakrsno
povezivanje vlakana, promena orijentacije vlakana i interakcija celija urodenog i
steCenog imunskog sistema sa kolagenim vlaknima (176, 177). U remodelovanju
kolagenih vlakana u samom tumoru ucestvuju tumorske celije, aktivirani fibroblasti i
miofibroblasti i inflamatorne ¢elije (pre svega, makrofazi). lako sve navedene celije, u
vecoj ili manjoj meri, u€estvuju u remodelovanju kolagenih vlakana prilikom progresije
tumora, $to sam proces ¢ini veoma kompleksim, najvazniji su miofibroblasti i
fibroblasti (69, 176).

Interakcije izmedu tumora i kolagenih vlakana unutar rastu¢eg tumora i u neposrednoj
okolini su veoma sloZene i dinamicne.

Unutar tumora, u neposrednoj okolini ali i na udaljenim, premetastatskim podrucjima
odigrava se konstantno remodelovanje kolagenih vlakana u zavisnosti od stadijuma u
kom se tumor nalazi. Promene u zastupljenosti i organizaciji kolagenih vlakana
doprinose stvaranju mikrosredine koja pogoduje progresiji tumora preko uticaja na
migraciju i polarizaciju ¢elija (70, 71).

Najvaznije biofizicke karakteristike kolagenih vlakana koje uti€u na migraciju i

polarizaciju ¢elija su: sastav, gustina, orijentacija i poroznost (70).
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Kao S§to je receno, postoje dva glavna nacina migracije ¢elija kroz ECM: proteoliticka i
neproteolitiCka migracija (70), a glavni parametri koji uti¢u na tip migracije ¢elija su
poroznost i sposobnost ¢elija i kolagenih vlakana da se deformisu.

Tumorske celije se teze deformiSu u poredenju sa zdravim celijama i zato su veoma
zavisne od proteoliticke razgradnje kolagenih vlakana. Tumorske celije mogu same
stvarati enzime koji razgraduju kolagen ili putem TGF- i brojnih faktora rasta,
aktivirati stromalne ¢Celije, pre svega miofibroblaste (70, 178).

Najznacajnija grupa enzima ukljuenih u proces razgradnje kolagena su matriks
metaloproteinaze (MMPs) (179, 180).

MMP stimuliSu migraciju tumorskih ¢elija na viSe nacina: pokazano je da Celije
karcinoma plué¢a koje eksprimiraju MMP9, na primer, imaju izrazenu sposobnost
migracije. MMP9 poreklom od tumorskih ¢elija, stimuliSe transdiferencijaciju lokalnih
fibroblasta u miofibroblaste, koji dalje produkuju MMP9 (181). Pokazana je veca
ucestalost metastaza u jetri kod pacijenata sa karcinomom debelog creva gde tumorske i
stromalne ¢elije snazno eksprimiraju MMP2 (182) i MMP13 (183).

MT-MMP su najvaznije za migraciju kroz matriks bogat kolagenom, ne samo za
tumorske Celije, ve¢ 1 za migraciju endotelnih ¢éelija 1 fibroblasta i miofibroblasta (180).
Smatra se da MT-MMP ostvaruju ove efekte razgradnjom kolagena u zidu krvnih
sudova, razgradnjom kolagena u lamini propriji, stvaranjem pora u ECM i aktivacijom
fibroblasta u miofibroblasta (180, 181).

Aktivirani fibroblasti i miofibroblasti na invazivnom frontu tumora intezivno stvaraju
izmenjen, "nezreli" ECM, tako zvani "neomatriks". "Neomatriks" nije okarakterisan do
kraja, ali je poznato da sadrzi povecane prostore, "pore" izmedu komponenata, koje
olakSavaju migraciju i tumorskih i stromalnih ¢elija (89, 180). Dodatno, povecana
propustljivost starih i novoformiranih krvnih sudova, neadekvatana limfna drenaza i
pritisak koji stvara rastu¢i tumor, dovode do stvaranje peritumorskog edema, koji
dodatno isteze komponente ECM i §iri pore izmedu njih (180, 184).

Prostori izmedu kolagenih vlakana, "pore", znac¢ajno uti¢u na migraciju ¢elija. Naime,
na razli¢itim modelima, pokazano je da su u ECM sa ve¢im porama ¢elije pokretljivije,
nezavisno od drugih parametara. U kolagenim gelovima, sa nizom koncentracijom
kolagena i ve¢im "porama", ¢elije postaju izduZene, polarizovane i veoma mobilne;

povecan je i procenat mobilnih ¢elija i brzina njihovog kretanja (176).
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Pojava povecanih "pora" zapaza se na invazivnom frontu brojnih tumora. Takode,
pojava pora zapaza se i u prelaznoj sluznici oko karcinoma dojke (185). Remodelovanje
ECM 1 pojava poroznog matriksa zapazaju se i u premetastatskim niSama, ¢ak i pre
nastanka tumora.

Nas rad je prvi koji opisuje povecanje "pora" izmedu kolagenih i retikularnih vlakana u
lamini propiji sluznice debelog creva ispitanika sa tumorom, na udaljenosti 10 cm i 20

cm od tumora.

Pokazali smo da postoji smanjena zastupljenost periostina pracena povecanim
prostorima ("porama") izmedu molekula periostina u lamini propriji sluznice debelog
creva na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora, u poredenju sa laminom proprijom
sluznice debelog creva zdravih ispitanika.

Periostin je specifican matricelularni protein koji je naroCito zastupljen u tkivima
bogatim kolagenom, kao $to su periodontalni ligament, fascije skeletnih misi¢a i sr¢ani
zalisci. Koli¢ina periostina se povecava prilikom izlaganja tkiva mehanickom stresu i u
inflamaciji (64, 65).

U zdravom debelom crevu, periostin je eksprimiran u vidu mreze kroz laminu prorpiju i
neposredno oko kripti, uz perikriptalne miofibroblaste. Pokazano je da su perikriptalni
miofibroblasti glavni izvor periostina u lamini propriji sluznice debelog creva (66).
Perikriptalni miofibroblasti igraju vaznu ulogu u diferencijaciji epitelnih ¢elija debelog
creva, kako tokom fetalnog tako i tokom adultnog perioda. Perikriptalni miofibroblasti
komuniciraju sa epitelnim ¢éelijama kolona parakrinom sekrecijom razli¢itih molekula
(od kojih su najvazniji TGF-B i IL-6) kroz pore na bazalnoj membrani (31, 66, 186).
Sekrecijom periostina, perikriptalni miofibroblasti mogu uticati na proliferaciju i
diferencijaciju epitelnih ¢elija. Periostin svoje dejstvo ostvaruje vezujuéi se za
receptore, av-integrine: avB3, avp5 i a6p4. Glavni mehanizam je aktivacija PI3K/Akt
i/ili Wnt/B-katenin signalnih puteva (187, 188). Sekretovani periostin ima i autokrino
dejstvo na same miofibroblaste i stimuliSe njihov rast, proliferaciju i migraciju.
Periostin interaguje sa drugim komponentama ekstracelularnog matriksa, ukljucujuéi
kolagen: periostin regrutuje BMP-1 koji aktivira LOX, enzim koji unakrsno povezuje
kolagena vlakna; periostin indukuje ekspresiju MMP-9 (189), MMP-10 (190) i MMP-
13 (191) koje vrSe razgradnju kolagenih vlakana. Sekreciju periostina indukuju TGF-§,
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BMP-2 (bone morphologic protein-2), 1L-4 1 IL-13 poreklom iz mezenhimalnih ¢elija
(pre svega, perikriptalnih fibroblasta) (189).

U samom tumoru debelog creva, koli¢ina periostina moze biti 1 povecana i smanjena. U
razli¢itim istrazivanjima postoje razli¢iti podaci o dinamici sinteze periostina prilikom
progresije tumora (192, 193). Svi istrazivaci se slazu da su glavni izvor perostina u
tumoru CAFs (carcinoma associated fibroblast) (66, 193). CAFs snazno eksprimiraju
aSMA i smatraju se miofibroblastima. Tumorske ¢elije ne eksprimiraju periostin ili ga
eksprimiraju u manjoj meri. Ekspresija periostina u tumorskim ¢elijama ne korelira ni sa
jednim prognostickim parametrom. U razli¢itim istrazivanjima na velikom broju
uzoraka, pokazano je da je periostin snazno eksprimiran u stromalnim ¢elijama u oko
30% karcinoma debelog creva (193). Snazna eskpresija periostina u stromalnim
¢elijama unutar samog karcinoma debelog creva povezuje se sa loSom prognozom:
infiltrativnim rastom tumora, uznapredovalijim TNM stadijumom, prisustvom nekroze
u lumenu i smanjenim petogodi$njim prezivljavanjem (192, 193, 194). Smatra se da
periostin stimuliSe prezivljavanje, rast, invazivnost i nastanak metastaza u vec
unzapredovalim tumorima debelog creva. Glavni mehanizam kojim periostin stimuliSe
progresiju tumora je aktivacija ve¢ pomenutih signalnih puteva: PI3K/Akt i Wnt/B-
katenin (192, 195).

Smatra se da je periostin vazan u nastanku metastaza karcinoma debelog creva.
Ucestalost metastaza u jetri je veca kod pacijenata sa snaznom stromalnom ekspresijom
periostina u primarnom tumoru (192, 196).

Proces nastanka metastaza je sloZzen i sastoji se iz viSe faza, od kojih svaka mora biti
uspeSno zavrSena da bi nastale metastaze u udaljenim organima. Tumorske celije
moraju da savladaju razliCite tipove stresa: gubitak adhezije, hipoksiju, nedostatak
hranjivih materija i akumulaciju Stetnih produkata metabolizma (195, 197). Zato je
proces nastanka metastaza relativno neefikasan. Prve faze hematogene diseminacije
tumora (gubitak adhezije, ulazak u krvni sud i ekstravazacija u metastatske organe)
odvijaju se rano i veoma uspesno. Medutim, samo vrlo mali broj tumorskih ¢elija
uspeva da formira mikrometastaze u udaljenim organima, a jo$ daleko manji broj
uspeva da prede u makroskopski vidljive metastaze. Dva procesa su kriticna u progresiji
mikrometastaza u makroskopski vidljive: inicijacija angiogeneze i prevencija apoptoze

tumorskih ¢elija (197, 198, 199).
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Pokazano je da periostin ne uti¢e na formiranje mikrometastaza u jetri kod pacijenata sa
karcinomom debelog creva, ali da stimuliSe progresiju ve¢ uspostavljenih
mikrometastaza u makroskopski vidljive, indukujuéi oba klju¢na procesa- angiogenezu i
prezivljavanje tumorskih celija (195, 196, 200). Oba efekta periostin ostvaruje
vezivanjem za av-integrine i pokretanjem PI3K/Akt i Wnt/B-katenin signalnih puteva
(195, 200).

Dakle, kod uznapredovalih tumora debelog creva, povecana ekspresija periostina je lo$
prognosticki parametar-periostin stimuliSe prezivljavanje i1 proliferaciju tumorskih
¢elija, stimuliSe angiogenezu, ucestvuje u remodelovanju ECM i nastanku metastaza.

Sa druge strane, u pocetnim fazama nastanka tumora debelog creva, prilikom progresije
iz normalne sluznice u adenom i adenoma u adenokarcinom, opisuje se rano smanjenje
periostina u lamini propriji sluznice debelog creva (66). Smanjenje periostina prati
smanjenje broja perikriptalnih miofibroblasta (66, 201). Pokazano je da se koli¢ina
periostina u lamini propriji sluznice debelog creva smanjuje, ¢ak i pre nego Sto dode do
smanjenja broja miofibroblasta, prilikom progresije normalne sluznice u hiperplasti¢nu
(66). Eskpresija periostina unutar adenoma je veoma slaba, dok sa prelaskom adenoma
u adenokarcinom gotovo u potpunosti izostaje. Ekspresija periostina ponovo se
povecava u ranom invazivnom karcinomu, predominantno na invazivnom frontu. Sa
daljom progresijom tumora, kao §to je ve¢ pomenuto, pojacava se ekspresija periostina
u stromi tumora (66).

Smanjenje periostina na ovoj udaljenosti od tumora govori u prilog postajanju "field
carcinogenesis" teorije. Naime, moze predstavljati jednu od ranih promena u
izmenjenom "polju" u sluznici debelog creva. Epitel sluznice "polja" je
hiperproliferativan (109); smanjenje periostina moze predstavljati zastitni mehanizam,
&iji je cilj da se proliferacija smanji. Kod periostin” Zivotinja smanjen je broj Ki67-
pozitivnih ¢elija u Liberkinovim kriptama. Smanjenje periostina moZe nastati usled
smanjene sinteze od strane perikriptalnih miofibroblasta ili usled smanjenog broja
perikriptalnih miofibroblasta. Zapravo, smatra se da perikriptalni miofibroblasti, kao
odgovor na povecanu proliferaciju epitelnih ¢elija, najpre smanjuju sintezu periostina, a

zatim se 1 njihov broj postepeno smanjuje (66).

Primenom egzaktnih morfometrijskih metoda pokazali smo da postoje promene

u distribuciji 1 zastupljenosti hijaluronske kiseline, kao komponente osnovne supstance
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ekstracelularnog matriksa lamine proprije sluznice debelog creva. Analogno
zastupljenosti kolagenih 1 retikularnih vlakana 1 periostina, postoji smanjena
zastupljenost hijaluronske kiseline i povecanje dijametra prostora izmedu lanaca
hijaluronske kiseline u lamini propriji sluznice debelog creva 10 cm i 20 cm od tumora.
U literaturi izostaju radovi o zastupljenosti i organizaciji hijaluronske kiseline na tako
velikoj udaljenosti od tumora.

Promene u sintezi ili razgradnji hijaluronske kiseline karakteristicne su za mnoga
patoloska stanja, pre svega za nastanak tumora i metastaza (202). Sintezu hijaluronske
kiseline vrSe enzimi hijaluron sintaze (hyaluronan synthase enzymes, HAS), a
razgradnju hijaluronidaze (Hyal), familija enzima koji vrSe hidrolizu lanaca polimera
hijaluronske kiseline na fragmente razli¢ite duzine (intermedijarne ili kratke). Fragmenti
hijaluronske kiseline razliite duzine (i molekularne mase) imaju veoma razliCite
funkcije (202, 203).

U tumorima su opisane i povecana sinteza i povecana razgradnja hijaluronske kiseline;
pri ¢emu i jedna i druga mogu stimulisati i inhibisati progresiju maligne bolesti. Efekat
hijaluronske kiseline na progresiju maligne bolesti je u velikoj meri zavisan od sloZenih
interakcija izmedu tumorskih ¢elija i ¢elijskih 1 vancelijskih komponenta mikrosredine
tumora (202, 204).

U adenokarcinomu debelog creva, povecana sinteza hijaluronske kiseline, odnosno
povecana aktivnost HAS enzima, povezuju se sa loSijom prognozom. Medutim,
povecana sinteza i akumulacija hijaluronske kiseline velike molekularne mase inhibira
progresiju tumora, migraciju ¢elija i nastanak metastaza (202, 204, 205).

U vedini tumora povecanu sintezu hijaluronske kiseline prati povecana razgradnja
(205). U adenokarcinomu debelog creva detektovani su povecana ekspresija i aktivnost
Hyal-1 i Hyal-2 (205, 206). Povecana aktivnost hijaluronidaza, odnosno povecana
razgradnja hijaluronske kiseline na fragmente manje molekularne mase, povezuje se sa
brzom progresijom tumora, indukovanjem angiogeneze i1 stimulisanjem migracije
tumorskih ¢elija (207, 208). Hijaluronska kiselina velike molekularne mase (oblik u
kojem je prisutna u homeostatskim uslovima) suprimira angiogenezu. Medutim, oligo-
fragmenti hijaluronske kiseline, zajedno sa VEGF i1 FGF faktorima, stimuliSu
proliferaciju i1 migraciju endotelnih celija 1 nastanak kapilara (202). Fragmenti

hijaluronske kiseline stimuliSu migraciju tumorskih i stromalnih ¢elija putem interakcije

141



sa receptorima: CD44 i RHAMM (Receptor for hyaluronan mediated motility).
Vezivanje hijaluronske kiseline za CD44 aktivira receptor za tirozin kinazu, i pokrece
Ras/MAPK i PI3K/Akt signalne puteve. Takode, vezivanje hijaluronske kiseline za
CD44 aktivira Racl signalni put, koji je ukljuen u polimerizovanje aktinskih
filamenata, formiranje lamelipodija, filopodija i ¢elijsku pokretljivost. Hijaluronan-
CD44 interakcija ukljucena je i u regrutovanje mezenhimalnih mati¢nih ¢elija (MSCs) u
tumor (209). Fragmenti hijaluronske kiseline male molekularne mase preko TLR4
indukuju reprogramiranje neutrofila u tumor-asocirane neutrofile, koji dodatno
stimuliSu pokretljivost tumorskih ¢elija (205, 210) Razgradnja hijaluronske kiseline na
manje fragmente, indukuje MMP-9 1 MMP-13 u tumorima, ¢ime stimuliSe
remodelovanje ECM (202, 211).

Pomenuti bioloski efekti hijaluronske kiseline, otkriveni su u novije vreme i predmet su
velikog interesovanja, zato §to govore u prilog konceptu koji stavlja stromu u vazan
plan, kao aktivnog ucesnika u brojnim procesima, ukljuujuéi nastanak i progresiju
tumora. Medutim, ne moze se zanemariti ni tradicionalna, biomehanicka uloga

hijaluronske kiseline u regulaciji zapremine te¢nosti u tkivima (56).

Unutar samog tumora veoma cesto postoji edem. Uloga edema unutar tumora nije do
kraja ispitana. Edem unutar tumora moze biti veoma razli¢itog porekla (56).

Ko S$to je receno, tumori bogati hijaluronskom kiselinom karakteriSu se velikom
gustinom negativnog naelektrisanja koje imobiliSe intersticijalnu tecnost i dovodi do
formiranja Zelatinoznih regiona unutar tumora. Odbojne elektrostaticke sile izmedu
blisko postavljenih negativno naelektrisanih grupa, uzrokuju bubrenje ovih regiona.
Takode, velike gustine negativnog naelektrisanja, privlace veliki broj pozitivnih jona u
intersticijum. Visak pozitivnih jona u intersticijalnom prostoru dovodi do nastanka
razlike u Donanovom osmotskom pritisku te¢nosti izmedu unutrasnjosti tumora i
okoline tumora (56, 61, 62).

Uzrok edema unutar tumora moze biti i povecan IFP usled povecane propustljivosti
novostvorenih krvnh sudova tumora ili usled disfunkcionalnosti intratumorskih limfnih
sudova (56).

I kolagen ima veoma vaznu ulogu u nastanku intratumorskog edema. Zanimljivo je da

smanjenje koli¢ine hijaluronske kiseline unutar tumora, smanjuje koli¢inu intersticijalne
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teCnosti (a samim tim i pritisak tecnosti) unutar tumora, dok smanjenje koli¢ine
kolagena ima sasvim suprotan efekat (56).

Dakle, brojni faktori reguliSu koli¢inu intersticijalne te¢nosti unutar tumora.

Povecan solidni stres i IFP u velikoj meri utiCu na progresiju tumora i odgovor na
terapiju. Sa jedne strane, povecan solidni stres (¢ija je jedna komponenta pomenuti
swelling stress), moze komprimovati tumorske ¢elije i smanjiti njihovu proliferaciju ali
povecati invazivnost i metastatski potencijal (56, 212). Povecan solidni stres i [IFP mogu
komprimovati krvne i limfne sudove i doprineti hipoksiji unutar tumora (56, 213).
Hipoksija zatim, pokre¢e niz signalnih puteva ukljucenih u prezivljavanje tumorskih
¢elija, mobilnost 1 metastatski kapacitet (214). Takode, kompresija krvnih sudova vodi
hiperperfuziji, odnosno redukovanom dospevanju hemoterapeutika i nanoterapeutika u
tumor. Sa druge strane, povecan IFP olakSava transport faktora rasta i tumorskih ¢elija
iz tumora u okolno tkivo (215, 216, 217).

Osim u tumoru, edem postoji i u prelaznoj sluznici. Mehanizmi nastanka edema u

prelaznoj sluznici isti su kao i unutar tumora (105).

Opisali smo pojavu povecanih prostora ("pora") izmedu svih posmatranih komponenti
ECM.

Jedno od mogucih objaSnjenja je da su opisani prostori ("pore") posledica edema lamine
proprije sluznice debelog creva na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora.

U nastanku edema na ovako velikoj udaljenosti od tumora, analogno edemu unutar
samog tumora i u prelaznoj sluznici, mogu ucestvovati brojni faktori.

Edem se povezuje sa pove¢anom zastupljenoS¢u hijaluronske kiseline, medutim, ne
smemo zanemariti da uzrok edema mogu biti smanjena zastupljenost kolagena i
povecan broj novoformiranih CD105-pozitivnih krvnih sudova, koji smo detektovali na
ovoj udaljenosti od tumora.

Sluznica udaljena 10 cm i 20 cm od tumora, bilo da, prema teoriji polja, sadrzi pocetne
promene, koje stvaraju predispoziciju za nastanak tumora, ili reaktivne promene, nastale
usled rastuc¢eg tumora, razlikuje se od sluznice pacijenata bez tumora debelog creva u
viSe komponenata. Medusobnom interakcijom svih komponenata, na jo§S uvek
nedovoljno jasan nacin, nastaje edem sluznice. Posledice ovog edema, kao i edema

unutar samog tumora, mogu biti razli¢ite i takode nisu ispitane do kraja.
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Pojava povecanih prostora ("pora") izmedu komponenata ECM moZe nastati 1 kao
posledica smanjenje sinteze ili povecane razgradnje komponenata ECM (56).

Navedeni mehanizmi ne iskljucuju jedan drugi.

Posledice povecanih prostora ("pora") izmedu komponenata ECM takode, mogu biti
veoma razlicite. Svaka od posmatranih komponenata ECM aktivno ucestvuje u procesu
nastanka i progresije maligne bolesti, razli¢itim mehanizmima, uz interakciju sa svim
drugim komponentama lamine proprije sluznice debelog creva. Zato promena u
zastupljenosti 1 organizaciji svake od komponenata moze imati specifi¢ne posledice,
koje dodatno zavise od interakcije sa svim komponentama mikrosredine u kojoj se
promena odvija.

Povecanje prostora ("pora") izmedu komponenata ECM u lamini propriji sluznice
debelog creva na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora, moZze, kao i u prelaznoj sluznici,
biti povezano sa povecanom migracijom celija, pre svega fibroblasta, iz nezahvacene
lamine proprije sluznice debelog creva u tumor ili u premetastatska podrucja (165).

Sta je uzrok a $ta posledica, nije moguée odgovoriti bez dodatnih ispitivanja. Da li
rastu¢i tumor sekrecijom brojnih faktora rasta i citokina aktivira fibroblaste u lamini
propiji udaljenoj od tumora, pa aktivirani fibroblasti menjaju sintezu ECM 1 pojacano
eksprimiraju razlicite MMP koje razgraduju komponente ECM i formiraju povecane
prostore izmedu njih, ili u sluznici "polja", promene koje stvaraju predispoziciju za
razvoj tumora, vode aktivaciji fibroblasta i promenama u sintezi i razgradnji ECM,
ostaje nerazjasnjeno.

Takode, potrebna su dodatna istrazivanja da bi se odgovorilo na pitanje da li fibroblasti i
miofiborblasti lamine proprije sluznice debelog creva (bilo da su aktivirani faktorima
koje sekretuje tumor ili promenama u sluznici "polja") smanjeno sintetisu ili povecano
razgraduju komponente ECM, ili remodeluju ECM zarad efikasnije migracije iz lamine
proprije sluznice debelog creva. U poslednjem slucaju, smanjena zastupljenost svih
komponenata ECM bila bi, bar delimi¢no, posledica smanjenog broja ovih ¢elija.
Najverovatnije su svi navedeni mehanizmi u razli¢itom obimu ukljuc¢eni u promene u
zastupljenosti i organizaciji komponenata ECM u lamini propriji sluznice debelog creva

na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora.
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Da bismo se priblizili razumevanju kompleksnih procesa u udaljenoj lamini propriji
sluznice debelog creva, sproveli smo kvantifikaciju svih tipova ¢elija.

U nasem istrazivanju nije pronadena razlika u broju i distribuciji makrofaga, dendritskih
¢elija, aktiviranih fibroblasta, T-limfocita i B-limfocita i plazma ¢elija u lamini propriji
sluznice debelog creva zdravih ispitanika i na udaljenosti 10 cm i1 20 cm od
adenokarcinoma.

Nas nalaz ne iskljucuje postojanje promena u odnosu podtipova analiziranih ¢elijskih
populacija niti postojanje funkcionalnih promena u ispitivanim ¢elijama.

Poslednjih godina se narocito istiCe znacaj razliCitih populacija T-limfocita unutar
samog tumora debelog creva u prognozi i terapiji. Pokazano je da je povecana gustina
citotoksi¢nih (CD3" i CD8") i memorijskih (CD45RO") T-limfocita povezana sa boljim
imunskim odgovorom usmerenim na tumor, duzim petogodiSnjim prezivljavanjem i
boljim odgovorom na terapiju. O znacaju T-limfocita u tumoru govori i oformljen
sistem procene tumora baziran na broju T-limfocita, tzv. imunoskor. Imunoskor
predstavlja broj citotoksi¢nih i memorijskih T-limfocita u srediStu tumora i na
invazivnim marginama. Pokazano je, ¢ak, da imunoskor ima prednosti u odnosu na
TNM Kklasifikaciju tumora: bolje korelira sa petogodi$njim prezivljavanjem i smatra se
najboljim prediktorom uspeha imunoterapije tumora (primene checkpoint inhibotora,

antitela koje blokiraju PD-1, PD-1L i CTLA-4) (50).

Pokazali smo da postoji smanjena zastupljenost miofibroblasta u lamini propriji
sluznice debelog creva na udaljenosti 10 cm i1 20 cm od adenokarcinoma, u poredenju sa
laminom proprijom zdravih ispitanika.

U karcinomu debelog creva narocito su prouc¢avane interakcije izmedu tumorskih ¢elija
1 fibroblasta i miofibroblasta. To nije iznenadujuce, zato $to struktura i funkcija zdravog
debelog creva u potpunosti zavise od komunikacije izmedu epitelnih ¢elija i fibroblasta.
Na primer, fibroblasti sekretuju Wnt ligande i BMP (bone morphogenetic protein)
antagoniste (218) ¢ime odrzavaju niSu maticnih ¢éelija epitela creva. Sa druge strane,
fibroblasti zavise od Hedghog signalnih molekula koje sekretuju epitelne ¢celije (84, 89,
90).

Kada epitelne celije creva zadobiju onkogene mutacije (na primer, gubitak APC),

proksimani fibroblasti proliferiSu 1 aktiviraju se (84, 219). Najvazniji produkti sekrecije
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mutiranih epitelnih ¢elija koji mogu aktivirati fibroblaste su TGF-f (220, 221) i1 IL-33
(222). Aktivacija fibroblasta pracena je ekspresijom markera za miofibroblaste aSMA
(alpha-smooth muscle actin) i promenom u profilu sekrecije. Miofibroblasti sekretuju
matriks metaloproteinaze (84, 220) i faktore koji stimuliSu proliferaciju i migraciju
intestinalnih epitelnih ¢elija: amfiregulin, HGF (hepatocyte growth factor), FGF
(fibroblate growth factor) i Wnt signalni molekuli (223, 224, 225).

Pored standardnog koncepta, da je prvi korak u nastanku karcinoma, promena na
epitelnim celijama (onkogena mutacija) a da su promene na stromi sekundarne,
pojavljuje se nov koncept koji stromu stavlja u prvi plan. Smatra se da izmenjeni
fibroblasti/miofibroblasti mogu inicirati malignu transformaciju epitelnih ¢elija, putem
sekrecije razliitih faktora rasta (226). Pokazano je da dolazi do maligne transformacije
pre-maligno izmenjenih Ccelija epitela prostate kada se in vitro kultiviSu sa
miofibroblastima izolovanim iz karcinoma prostate (CAF, carcinoma associated
fibroblast). Takode, kada se zdrave zledzdane epitelne ¢Celije dojke transplantiraju u
imunodeficijentnog misa, zajedno sa miofibroblastima koji pojac¢ano eksprimiraju TGF-
B 1 HGF, zdrave epitelne ¢elije postaju hiperproliferativne i nalikuju ¢elijama duktalnog
karcinoma. (226, 227, 228).

Generalno, povecana zastupljenost miofibroblasta unutar samog tumora povezuje se sa
loSijom prognozom kolorektalnog karcinoma: nizim petogodi$njim prezivljavanjem,
ucestalijim ponovnim javljanjem tumora nakon operacije i ve¢om incidencom metastaza
na jetri (229).

CAFs stimuliSu progresiju tumora na vise nacina. Najpre, produkcijom brojnih faktora
rasta i citokina koji stiulisu proliferaciju tumorskih ¢elija (HGF, EGF, FGF, IFG, TGF-
B, CXCI12 i brojnih drugih). Zapravo, najve¢i broj nabrojanih faktora rasta mogu
produkovati i tumorske ¢elije 1 putem njih stimulisati aktivaciju CAF-a. Neki od faktora
rasta (na primer TGF-B i CXC12) mogu delovati i1 autokrino. Sekrecijom navedenih
faktora rasta od strane miofibroblasta i tumorskih ¢elije uspostavlja se mehanizam
pozitivne povratne sprege kojim se ubrzava progresija tumora (225, 226, 230, 231).
CAFs stimulisu angiogenezu sintezom i sekrecijom VEGF-a, COX2 i VCAMI1 (232).
CAFs stimuliSu migraciju i invazivnost tumorskih c¢elija. Stimulisani sa TGF-j
sintetisanim od strane tumorskih ¢elija, CAFs intezivno produkuju MMPs (pre svega

MMP2, MMP9 i MMP12). Glavni kolagen bazalne membrane, kolagen tip IV, supstrat
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je MMP2 i MMP9 (220, 233). Pored sekrecije enzima koji razgraduju ECM, CAFs
stimuliSu migraciju tumorskih ¢elija na brojne druge nacine: pove¢anom ekspresijom
Snaill transkripcionog faktora, koji je vazan u epitelno-mezenhimnoj tranziciji (234);
reorganizacijom aktinskih filamenata u tumorskim celijama (235); hipersekrecijom
FGF1 koji se vezuje za FGFR-3 na tumorskim ¢elija; pove¢anom ekpresijom PDGFR-a,
1 brojnim drugim, jo§ uvek nedovoljno ispitanim mehanizmima (220).

Pokazano je da miofibroblasti svoj efekat na progresiju maligne bolesti, ne ostvaruju
samo lokalno, ve¢ i na mestima udaljenih metastaza. Kod metastaza kolorektalnog
karcinoma u jetru, stelatne Celije se diferenciraju u miofibroblaste koji zatim ucestvuju u
formiranju niSe pogodne za rast metastaza (84, 232). Pokazano je da miofibroblasti
izolovani iz metastaze kolorektalnog karcinoma u jetru, kultivisani sa celijama
kolorektalnog karcinoma, stimuliSu njegovu progresiju. Medutim, i miofibroblasti
metastazom zahvacene jetre, izolovani sa mesta udaljenih od same metastaze, takode
stimuliSu progresiju tumora, zna¢ajno vise nego miofibroblasti istog pacijenta, izolovani
iz koze. Dakle, prisustvo metastaza u jetri, dovodi do promena na svim
miofibroblastima jetre, ne samo u podrucju metastaze, predpostavlja se usled parakrinog
efekta (232).

Analogno tome, smatramo da su i miofibroblasti debelog creva zahvaéenog tumorom
izmenjeni, ne samo u tumoru i neposrednoj okolini, ve¢ i u udaljenim delovima debelog
creva.

Pokazano je da dolazi do smanjenja broja perikriptalnih miofibroblasta u sluznici Zeluca
zahvacdenoj intestinalnom metaplazijom. Broj perikriptalnih miofibroblasta se smanjuje
duz progresije metaplazije u adenom, adenoma u intramukozni karcinom,
intramukoznog karcinoma u submukozni invaznivni karcinom (236).

Smanjenje broja perikriptalnih miofibroblasta pokazano je i prilikom progresije sluznice
debelog creva u adenom i adenoma u karcinom (201). Smanjenje broja perikriptalnih
miofibroblasta korelira sa povecanim Ki67 indeksom u epitelnim ¢elijama Liberkinovih
kripti (201).

U prelaznoj sluznici, neposredno oko kolorektalnom adenokarcinoma, takode, dolazi do
smanjenja broja perikriptalnih miofibroblasta (237). Gubitak perikriptalnih
miofibroblasta korelira sa pove¢anim stepenom histoloske atipije u prelaznoj mukozi. U

prelaznoj mukozi, pored naizgled normalnih, zapazaju se izduZene, razgranate i

147



proSirene Liberkinove kripte. Upravo oko ovih izmenjenih kripti perikriptalni
miofibroblastni omota¢ najpre postaje diskontinuiran ili se sasvim gubi (237)

U literaturi su nedostajali podaci o zastupljenosti miofibroblasta van samog tumora i
prelazne mukoze. Mi smo pokazali da je, analogno prelaznoj mukozi, zastupljenost
miofibroblasta smanjena u naizgled zdravoj lamini propriji sluznice debelog creva na
udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora, u poredenju sa laminom proprijom pacijenata bez
malignog tumora.

Zanimljivo je da je zastupljenost miofibroblasta narocito smanjena u donjim delovima
Liberkinovih kripti, naro¢ito u samom dnu. U dnu Liberkinovih kripti debelog creva
nalaze se mati¢ne ¢elije. Miofibroblasti igraju vaznu ulogu u odrzavanju niSe mati¢nih
¢elija (238).

Wht signalni put je kljuan za regulaciju proliferacije intestinalnih epitelnih celija.
Aktivacija Wnt signalnog puta dovodi do akumulacije B-katenina u jedru intestinalnih
epitelnih ¢elija. Glavni izvor kanonskin Wnt-a (Wnt 3, 6, 9b) su epitelne celije, dok ne-
kanonske Wnt molekule (2b, 4, 5a, 5b) i Wnt anatagoniste sekretuju mezenhimne celije
lamine proprije, pre svega perikriptalni miofibroblasti (239). Jedna od klju¢nih uloga
perikriptalnih miofibroblasta je da ogranice Wnt/f-katenin signalni put na mati¢ne celije
u dnu kripti i sprece preteranu aktivaciju ovog puta u zrelim intestinalnim epitelnim
¢elijama (238). Intestinalni miofibroblasti, takode, predstavljaju glavni izvor Bmp-a
(bone morphogenetic protein). Bmp signalni put je glavni antagonista Wnt/f-katenin
signalnog puta: inhibira proliferaciju mati¢nih ¢elija i stimuliSe njihovu diferencijaciju u
zrele intestinalne epitelne celije. Nedavno je otkriveno da miofibroblasti oko dna
Liberkinovih kripti, u zoni instestinalnih mati¢nih ¢elija ne sekretuju Bmp ve¢ Bmp-
inhibitorne molekule (gremlin-1, gremlin-2 i hordinu sli¢an molekul-1). PredloZeno je
da na ovaj nacin, lokalizovanom sekrecijom Bmp-antagonista intestinalni miofibroblasti
ucestvuju u odrzavanju nise maticnih ¢elija (238, 240). U vis§im zonama (u predelu tela i
vrata Liberkinovih kripti), smanjuje se sekrecija Bmp-antagonista a povecava sekrecija
Bmp-a koji inhibiSe Wnt/B-katenin signalni put i stimuliSe diferencijaciju ¢elija. Dakle,
postoji i fina funkcionalna specijalizacija intestinalnih miofibroblasta u zavisnosti od

lokalizacije (240).
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Gubitak miofibroblasta upravo u ovoj zoni govori u prilog poremecaja finih epitelno-
mezenhimnih interakcija koje reguliSu proliferaciju i diferencijaciju intestinalnih
maticnih Celija (238, 239, 240).

Jo§ jedan moguéi mehanizam smanjenog broja miofibroblasta je, kao Sto je veé
pomenuto, sekrecija brojnih faktora rasta od strane tumorskih ¢elija, koji stimuliSu
sposobnost migracije miofibroblasta unutar tumora ali i udaljenih miofibroblasta u sam
tumor 1 u premetastatska podrucja (165). Navedeni procesi ne iskljucuju jedan drugi, i
predpostavlja se da oba mogu imati ulogu u smanjenju broja miofibroblasta u lamini

propiji osoba sa adenokarciomom debelog creva.

Analogno predhodnim razmatranjima, ostaje otvoreno pitanje da li promene u
miofibroblastima predhode ili nastaju kao odgovor na promene epitelnih ¢elija debelog

creva.

Dakle, u slznici debelog creva udaljenoj 10 cm i 20 cm od adenokarcinoma postoje
strukturne 1 celularne promene, po kojima se ova sluznica razlikuje od sluznice uzete sa
iste lokacije od pacijenata koji nemaju karcinom. Da li opisane promene na udaljenosti
od tumora nastaju usled uticaja rastu¢eg tumora, ili predstavljaju promenu koja
predhodi nastanku tumora, nije do kraja jasno. Ne mozemo iskljuciti moguénost da oba
mehanizma u odredenom stepenu ucestvuju u nastanku promena u udaljenoj sluznici.
Dodatna ispitivanja sluznice na jo§ vecoj udaljenosti od tumora, mogla bi nas dovesti
blize odgovoru.

Smatramo da bolje razumevanje promena u nezahvacenoj sluznici pacijenata sa
tumorom i poznavanje mehanizama nastanka tih promena mogu doprineti boljem
razumevanju procesa inicijacije tumora, interakcije tumora sa stromom i, $to je narocito
vazno, procesa nastanka metastaza. Poznavanje promena u nezahvacenoj sluznici,
narocito sluznici rektuma, koja je najlakse dostupna, vazno je i sa stanovista skrininga u

prevenciji karcinoma debelog creva.
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6. Zakljucci

Na osnovu prikazanih rezultata mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1. Morfometrijska analiza strukturnih i celularnih elemenata sluznice debelog creva
pokazuje da postoje promene na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora u poredenju sa
sluznicom uzetom sa iste lokacije kod pacijenata bez tumora.

2. Postoje promene u svim parametrima fraktalne i teksturalne analize jedara epitelnih
¢elija debelog creva na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora u poredenju sa jedrima
epitelnih ¢elija pacijenata bez tumora debelog creva.

3. Postoji promena u zastupljenosti sulfomucina i sijalomucina u peharastim ¢elijama
epitela debelog creva na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora u poredenju sa peharastim
¢elijama pacijenata bez tumora.

4. Postoji hiperproliferacija i pomeranje proliferiSucih ¢éelija u vise delove Liberkinovih
kripti u epitelu debelog creva na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora u poredenju sa
epitelnim ¢elijama pacijenata bez tumora.

5. Postoji povecan broj ukupnih (CD34-pozitivnih) i novonastalih (CD105-pozitivnih)
krvnih sudova u lamini propriji sluznice debelog creva na udaljenosti 10 cm i 20 cm od
tumora u poredenju sa laminom proprijom uzetom sa iste lokacije kod pacijenta bez
tumora.

6. Dolazi do stvaranja limfnih sudova u lamini propriji sluznice debelog creva na
udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora.

7. Postoji smanjena zastupljenost komponenata ekstracelularnog matriksa (kolagenih
vlakana, retikularnih vlakana, periostina i hijaluronske kiseline) u lamini propriji
sluznice debelog creva na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora u poredenju sa laminom
proprijom uzetom sa iste lokacije kod pacijenta bez tumora.

8. Postoji povecana dezorganizacija kolagenih vlakana u lamini propriji sluznice
debelog creva na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora u poredenju sa laminom
proprijom uzetom sa iste lokacije kod pacijenta bez tumora.

9. Postoji povecanje prostora ("pora") izmedu komponenata ekstracelularog matriksa

(retikularnih vlakana, periostina i hijauronske kiseline) u lamini propriji sluznice
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debelog creva na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora u poredenju sa laminom
proprijom uzetom sa iste lokacije kod pacijenta bez tumora.

10. Nema promene u broju T-limfocita, B-limfocita, plazma ¢elija, dendritskih ¢elija i
aktiviranih fibroblasta u lamini propriji sluznice debelog creva na udaljenosti 10 cm i 20
cm od tumora u poredenju sa laminom proprijom uzetom sa iste lokacije kod pacijenta
bez tumora.

11. Postoji smanjena zastupljenost miofibroblasta u lamini propriji sluznice debelog
creva na udaljenosti 10 cm 1 20 cm od tumora u poredenju sa laminom proprijom

uzetom sa iste lokacije kod pacijenta bez tumora.
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