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Biohemijska karakterizacija tumorskog tkiva kolorektalnog karcinoma

Sazetak

Kolorektalni karcinom je najces¢i malignitet gastrointestinalnog trakta.

Ciljevi ovog istrazivanja bili su da se u KRK i zdravoj mukozi odrede: morfometrijska, teksturna i
fraktalna analiza digitalizovanih mikrografa, koncentracija elemenata, parametri oksidativnog stresa,
koncentracija masnih kiselina i biohemijski sastav uz pomo¢ infracrvene spektroskopije.

U studiji preseka ucestvovalo je 111 pacijenata starijih od 18 godina, operisanih zbog KRK, i
podeljeni su u Cetiri grupe: sredovecni/stariji, muskarci/Zene.

U tumoru su znacajno vece koncentracije K, Mg, Cu, Se, Ca, dok su Na, Zn, Cd, Hg i Cr u znacajno
manjoj koncetrciji. Odnos Cu/Zn znacajno je veéi u tumoru, pacijenti u vise uznapredovalim
stadijumima imaju ve¢i odnos Cu/Zn. Pokazali smo znacajno vece koncentracije MDA u tumorskom
tkivu, kao i1 znacajne razlike u sastavu masnih kiselina izmedu tumorskog tkiva i zdrave mukoze.
Najduze telomere su u tumorskom tkivu, a najkrace u zdravoj mukozi. UoCene su znacajne razlike u
vrednostima pojedinih patohistoloskih mikrografa izmedu stadijuma 1. i II. sa jedne strane, 1 IIL. 1
posebno 1V. sa druge. Prikazane su razli¢ite spektralne karakteristike zdravog i tumorskog tkiva.

Rezultati ove studije pokazuju da je odnos bakar/cink znacajan prognosticki faktor za invazivnost i
progresiju KRK; da je odnos AA/EPA pouzdan pokazatelj inflamatornog statusa tumora i progresije;
veée vrednosti SI govore u prilog bioloski manje agresivnog tumora i jateg imunskog odgovora; u
tumoru postoji povecana lipidna peroksidacija i okdidativni stres se deSava na nivou reaktivnih
kiseoni¢nih, ali ne i azotnih vrsta. Najduze telomere su u tumorskom tkivu, potom u leukocitima
periferne krvi, a najkrace u zdravoj mukozi. Na osnovu digitalnih mikrografa moze se lako izdvojiti
tumorsko tkivo od zdrave mukoze u stadijumu I i I, dok se u stadijumu I'V dobijaju sli¢ni rezultati
za tumorsko 1 zdravo tkivo. Na osnovu IR spektralnih karakteristika , u malignom tkivu prisutna je
manja koli¢ina lipida i nukleinskih kiselina, dok se koli¢ina proteina uvecava.

Kljuéne reci: kolorektalni karcinom, mikroelementi, markoelementi, telomere, masne kiseline
oksdiativni stres, infracrvena spektroskopija.

Naucéna oblast: Medicina
UZa nauc¢na oblast: FiziolosSke nauke
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Biochemical characterization of colorectal carcinoma tissue

Abstract
Colorectal cancer is the most common malignancy of the gastrointestinal tract.

The objectives of this study were to determine in CRC and healthy mucosa: morphometric, textural
and fractal analysis of digitized micrographs, elemental concentration, oxidative stress parameters,
fatty acid concentration and biochemical composition using infrared spectroscopy.

The cross-sectional study involved 111 patients over the age of 18 who underwent surgery due to
CRC and were divided into four groups: middle-aged / elderly, men / women.

The concentrations of K, Mg, Cu, Se, Ca are significantly higher in the tumor, while Na, Zn, Cd, Hg
and Cr are in significantly lower concentrations. The Cu/Zn ratio is significantly higher in tumor,
patients in more advanced stages have a higher Cu/Zn ratio. We showed significantly higher
concentrations of MDA in tumor tissue, as well as significant differences in fatty acid composition
between tumor tissue and healthy mucosa. The longest telomeres are in tumor tissue, and the shortest
in healthy mucosa. Significant differences in the values of individual pathohistological micrographs
between stages I and II were observed on one side, and III. and especially I'V. on the other. Different
spectral characteristics of healthy and tumor tissue were presented.

Results of this study show that the Cu/Zn ratio is a significant prognostic factor for CRC invasiveness
and progression; the AA/EPA ratio is a reliable indicator of tumor inflammatory status and
progression; higher SI values support a biologically less aggressive tumor and a stronger immune
response; there is increased lipid peroxidation in the tumor and oxidative stress occurs at the level of
reactive oxygen species, but not nitrogen species. The longest telomeres are in tumor tissue, then in
peripheral blood leukocytes, and the shortest in healthy mucosa. On the basis of digital micrographs,
tumor tissue can be easily isolated from healthy mucosa in stages I and II, while in stage IV similar
results are obtained. Based on the IR spectral characteristics, a smaller amount of lipids and nucleic
acids is present in the malignant tissue, while the amount of protein increases.

Key words: colorectal cancer, microelements, marcoelements, telomeres, fatty acids, oxidative
stress, infrared spectroscopy.

Scientific area: Medicine
Narrow scientific filed: Physiological sciences
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1. UVOD

Nezarazne bolesti su odgovorne za veéinu smrtnih slucajeva Sirom sveta i ocekuje se da
karcinomi budu vodeéi uzrok umiranja i ubedljivo najvaznija prepreka u produzavanju prosecnog
zivotnog veka u svakoj zemlji sveta u XXI veku (1, 2). Prema proceni Svetske zdravstvene
organizacije (SZ0O) za 2015. godinu, karcinom je prvi ili drugi uzrok umiranja pre 70. godine Zivota
u 91 od 172 zemlje sveta, a zauzima trece ili Cetvrto mesto u dodatne 22 zemlje (2). Incidenca i
smrtnost od karcinoma ubrzano rastu Sirom sveta. Uzrok tome nije jedinstven, i takav trend je
verovatno rezultat kako starenja populacije i njenog rasta, tako i prevalence i distribucije glavnih
faktora rizika, pre svega onih povezanih sa socio-ekonomskim razvojem (3, 4). Sa ubrzanim rastom
broja stanovnika i starenja populacije, porast broja umrlih od karcinoma donekle je prac¢en relativnim
smanjenjem stope smrtnosti od cerebralnih insulta i bolesti srca u odnosu na maligne bolesti u
velikom broju zemalja (1). Promena tipa karcinoma najvise je uocljiva u zemljama u razvoju, gde se
belezi pomak od karcinoma povezanih sa infekcijama i siromaStvom ka onim tipovima karcinoma
koji su ve¢ zastupljeni u velikom procentu u najrazvijenijim zemljama sveta. Ovi tipovi karcinoma
se ¢esto pripisuju tzv. zapadnjackom nacinu zZivota (4-6). Ipak, razliciti profili karcinoma u pojedinim
zemljama i izmedu regiona oznacavaju da jo§ uvek postoji izrazena geografska raznolikost, uz
prisutnost lokalnih faktora rizika u populacijama u sasvim razli¢itim fazama socijalnog i ekonomskog
razvoja (2). Ova Cinjenica se narocito primecuje u razli¢itim stopama karcinoma koji su povezani sa
infekcijama, ukljucujuéi i1 karcinom grlica materice, Zeluca i jetre, izmedu zemalja na suprotnim
krajevima socio-ekonomskog razvoja (5).

1.1. Epidemioloske karakteristike kolorektalnog karcinoma u svetu

Kolorektalni karcinom (KRK) je najces¢i malignitet gastrointestinalnog trakta. U Sjedinjenim
Americkim Drzavama (SAD) se svake godine postavi preko 140.000 novih dijagnoza karcinoma
kolona ili rektuma, dok preko 50.000 pacijenata umre, ¢ime KRK postaje tre¢i po smrtnosti karcinom
u SAD (7). Globalni podaci pokazuju da je 2018. godine bilo registrovano preko 1.8 miliona (10%)
novih slucajeva kolorektalnog karcinoma, kao i preko 881.000 (9%) smrtnih sluc¢ajeva (1). KRK je
tre¢i po ucestalosti, posle karcinoma pluca i dojke, ali 1 drugi po smrtnosti u svetu, posle karcinoma
pluéa. To znaci da je, na globalnom nivou, otprilike svaka deseta novoobolela i svaka deveta umrla
osoba od nekog malignog tumora imala kolorektalni karcinom (1). Incidenca kolorektalnog
karcinoma trostruko je veca u razvijenim zemljama u odnosu na zemlje u razvoju; medutim, iako je
smrtnost ve¢a u manje razvijenim zemljama, razlike u stopama mortaliteta izmedu razvijenih zemalja
i zemalja u razvoju, nisu toliko izrazene (1). Najvise stope incidence karcinoma kolona su u delovima
Evrope (Madarska, Slovenija, Slovacka, Holandija i Norveska), Australiji i Novom Zelandu, severnoj
Americi 1 isto€noj Aziji (Japan, Juzna Koreja i Singapur); medu kojima Madarska zauzima prvo
mesto kada je u pitanju oboljevanje muskaraca, i Norveska kada su u pitanju zene (1). Incidence
kolorektalnog karcinoma veoma variraju u razliitim regionima sveta, sa Sestostrukim i osmostrukim
razlikama za karcinom kolona i karcinom rektuma. Uprkos ovim razlikama, uo€ava se trend kojim se
kolorektalni karcinom moze smatrati znakom socioekonomskog razvoja, jer incidenca kolorektalnog
karcinoma paralelno raste sa porastom Indeksa Humanog Razvoja (IHR) (5, 8). Kada se uzmu u obzir
broj novoobolelih i umrlih od karcinoma kolona ili rektuma, mogu se razlikovati tri globalna obrasca
povezana za stepenom razvoja zemalja: povecanje i broja novoobolelih i broja umrlih (Brazil, Kina,
Ruska Federacija i Balticki region); povecanje broja novoobolelih, ali smanjenje broja umrlih
(Kanada, Velika Britanija, Singapur i Danska); smanjenje i broja novoobolelih i broja umrlih (SAD,
Japan, Francuska) (9). Skokovi incidence, posebno promene izmedu razliCitih starosnih grupa, koji
su primeceni u kohortnim studijama, istiu uticaj na€ina ishrane, gojaznosti i na¢ina zivota, dok pad
mortaliteta viden u viSe razvijenih zemalja odslikava bolje prezivljavanje kroz primenu savremenih
metoda lecenja karcinoma (9). Programi za dugotrajni skrining i ranu detekciju, koji si prvobitno



implementirani u SAD 1 Japanu krajem XX veka su svakako jedan od vaznih faktora, ako ne i
najvazniji, koji su doveli do pada broja i novoobolelih i pada broja umrlih (10). Kada se govori o stilu
zivota 1 nacinu ishrane, pogotovo kada se pria o pojedinacnim nutrientima, rezultati objavljenih
istrazivanja su dosta razli¢iti (11). Podaci se uglavnom slazu oko toga da su obradeno meso, alkoholna
pic¢a i gojaznost povezani za povecanim rizikom za nastanak KRK (11). Pojedine studije ovakvu
ishranu dovode u vezu samo sa karcinomom kolona, ali ne i rektuma (12). Fizicka aktivnost se dovodi
u vezu sa manjim rizikom oboljevanja od karcinoma kolona, dok na oboljevanje od karcinoma
rektuma verovatno nema uticaj (11).

1.2. Epidemioloske karakteristike kolorektalnog karcinoma u Srbiji

U republici Srbiji, kolorektalni karcinom je drugi najces¢i malignitet kod oba pola, sa oko
3800 novih slucajeva i 2300 smrtnih ishoda godiSnje (13). Prema podacima Instituta za javno zdravlje
,Dr. Milan Jovanovi¢ Batut® tokom desetogodiSnjeg perioda izmedu 1999. godine i 2009. godine
incidenca se skoro utrostrucila kod muskaraca, i udvostrucila kod Zena (13). Taan uzrok ovog
povecanja nije poznat, ali se moze eventualno objasniti veCom izlozenos¢u faktorima rizika, kao i
napretkom u registrovanju obolelih od kolorektalnog karcinoma. Prema jednoj studiji koja je uzela u
obzir 40 evropskih zemalja, Srbija zauzima trinaesto mesto po incidenci i mortalitetu kada su u pitanju
muskarci 1 dvadesetéetvrto i dvanaesto mesto kada su pitanju Zene (14).

U Srbiji kolorektalni karcinom je drugi vodeéi uzrok oboljevanja od maligniteta, iza raka
plué¢a kod muskaraca, i iza raka dojke kod Zena (14). Kada se govori o broju umrlih od malignih
tumora, kolorektalni karcinom zauzima drugo mesto kod muskaraca (iza raka pluca), i tre¢e mesto
kod Zena (iza raka pluc¢a i dojke) (13, 14).

S obzirom na ¢injenicu da se Srbija ubraja u zemlje sa visokom stopom mortaliteta i sa srednje
visokom stopom incidence, dolazi se do zaklju¢ka da kolorektalni karcinom predstavlja veliki
zdravstveni problem nase zemlje (15). Kako bi se ovaj problem resio, ili barem umanjio, potrebno je
sprovoditi mere primarne i sekundarne prevencije. Pod primarnom prevencijom se podrazumeva
eliminisanje ili barem smanjivanje stepena izlozenosti faktorima rizika. Otkrivanjem bolesti u ranom
stadijumu (sekundarna prevencija) pre svega skriningom (digito-rektalni pregled, testovi za okultno
krvarenje, kolonoskopija, irigografija...) bi trebalo da dovedu do otkrivanja bolesti u ranom
stadijumu, S§to znacajno uti¢e na uspesnost lecenja i poboljSava prognozu bolesti.

1.3. Faktori rizika za nastanak kolorektalnog karcinoma

Faktori rizika za nastanak kolorektalnog karcinoma su brojni, i u njih se ubrajaju, izmedu
ostalih, i: genetski faktori rizika, nacin zivota i ishrane, gojaznost, fizicka aktivnost, stres.

1.3.1. Genetski faktori rizika

Kolorektalni karcinom se deli, u odnosu na genetske faktore, na: sporadi¢nu, familijarnu i
hereditarnu (naslednu) formu (7). Sporadi¢ni karcinomi su naj¢eséi, predstavljaju oko 70% svih KRK
i javljaju se kod osoba koje nemaju pozitivnu porodi¢nu anamnezu (7). Familijarna forma je druga
po ucestalosti, javlja se kod osoba koje imaju srodnike sa ovim tumorom, ali se ne moze obeleziti kao
hereditarna, jer nema jasno identifikovanog genetskog uzrocnika (7). Opsta populacija, u zemljama
visokog rizika, ima kumulativni rizik od 5% za razvoj kolorektalnog karcinoma do 75. godine Zivota
(16). Ovaj rizik se znatno uvecava ukoliko osoba ima pozitivhu porodicnu anamnezu ili nasledne
sindrome (17). Kod osoba sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom, utvrdeno je povecanje rizika za
2,24 puta (95% interval poverenja 2,06-2,43) kod onih sa barem jednim obolelim srodnikom prvog
stepena (roditelj, brat/sestra, dete), dok je kod onih sa barem dva obolela srodnika prvog stepena rizik
uvecan skoro Cetiri puta (95% interval poverenja 2.60-6.06) (18). Ova uzro¢no/posledi¢na veza



postaje jaca ukoliko je dijagnoza kod srodnika postavljena pre 50. godine zivota (18). Izuzev retkih
naslednih karcinomskih sindroma, veéina poznatih naslednih mutacija su slabo penetrirajuce; stoga
znacajan deo slucajeva kolorektalnog karcinoma, koji su porodi¢no grupisani, nije nasledan, ve¢ se
desava kroz steCene genomske aberacije, koje istiCu znacaj faktora sredine u podeSavanju rizika za
razvoj kolorektalnog karcinoma (17).

Osobe pogodene naslednim karcinomskim sindromima imaju povisen rizik od oboljevanja u
bilo kojem Zivotnom dobu u odnosu na opstu populaciju, zato Sto imaju (germinativne) mutacije
polnih ¢elija u visoko-penetriraju¢im genima, koji se uglavnom ponasaju autozomno dominantno
(19). Bitno je naglasiti da osoba moze razviti nasledni sindrom iako je porodi¢na anamneza negativna,
jer roditelji mogu imati mutacije samo u polnim ¢elijama, a ne i u somatskim c¢elijama, ili se te
mutacije razviju ubrzo nakon oplodnje (20). U naslednom nepolipoznom karcinomu kolona
(NNPKK), PMS2 mutacije imaju smanjenu penetraciju u poredenju sa mutacijama ostalih uzro¢nih
gena (21). Stoga, iako je osoba nasledila PMS2 mutaciju i razvila KRK, porodi¢na anamneza moze
da bude negativna ukoliko jedan ili oba roditelja, koji su nosioci PMS2 mutacije, nisu razvili KRK
(16). Nasledni nepolipozni karcinom kolona je najces¢i nasledni KRK sindrom, sa procenjenom
prevalencom od 0,33% u zapadnim zemljama (22). Glavno obelezje NNPKK je razvoj kolorektalnog
karcinoma sa izrazenom mikrosatelitnom nestabilno$éu (MSI-high) pretezno u proksimalnom kolonu
(23). Kolorektalni karcinom povezan sa NNPKK je cCesto slabo diferentovan, sa izrazenom
mucinoznom komponentom i intratumorskim limfocitnim odgovorom (24). Nasledni nepolipozni
karcinom kolona uvecava zivotni rizik od nastanka KRK do 60%, ali predstavlja svega 2-4% svih
slucajeva KRK (17).

Familijarna adenomatozna polipoza (FAP) je druga naj¢esca forma naslednog KRK sindroma,
ijavlja se kod 1 osobe na oko 30.000 (25), a izazvana je naslednim mutacijama APC (Adenomatous
polyposis coli) gena unutar polnih ¢elija (nasuprot mutacijama APC gena kod somatskih celija).
Stotine adenoma, uglavnom u distalnom kolonu, koje se javljaju, pocevsi od adolescencije,
karakteriSu ovaj sindrom, koji objaSnjava manje od 1% svih sluc¢ajeva kolorektalnog karcinoma (26).
Do 40.-50. godine zivota, prisustvo velikog broja adenoma u FAP-u dovodi do razvoja karcinoma
kod apsolutno svih obolelih ukoliko se ne izvrsi profilakti¢ka proktokolektomija (7).

1.3.1.1 Geni i nasledne mutacije

Mutacije gena na dva nacina mogu dovesti do nastanka KRK: aktivacijom protoonkogena
(npr. K-ras), i/ili inaktivacijom tumor supresorskih gena (npr. APC, p53). Smatra se da KRK nastaje
akumulacijom mutacija u adenomatoznim polipima, §to je u literaturi poznato kao adenom-karcinom
sekvenca (7). Sama aktivacija ili inaktivacija nekog od ovih gena nec¢e direktno rezultovati nastankom
karcinoma. Mutacije zapravo stvaraju pogodne uslove za dalju akumulaciju genskih oste¢enja koji ¢e
na kraju dovesti do razvoja karcinoma (7).

APC (adenomatous polyposis coli) gen je recesivan, tumor supresorski gen, stoga su potrebne
mutacije u oba alela kako bi se zapocelo stvaranje polipa. Veéina ovih mutacija predstavljaju rane
stop kodone, te se stvaraju skrac¢eni APC proteini. Defekti u APC genu su prvi put opisani kod
pacijenata sa FAP-om, ali su takode prisutni i u 80% sporadi¢nih slucajeva karcinoma (27). Osim
prisustva same mutacije APC gena, veoma je bitno i mesto unutar DNK gde mutacija nastane.
Ukoliko se nalazi na krajevima gena, bilo na 5°, bilo na 3’ kraju, nastace oslabljena forma FAP-a, ali
ukoliko mutacija nastane na sredini gena, tok bolesti ¢e biti daleko tezi (7). Zato je poznavanje vrste
mutacije bitno i u klinickom reSavanju bolesti, a ne samo iz akademskih razloga (7).

Jos jedan od gena koji su Cesto izmenjeni u KRK je K-ras (Kirsten rat sarcoma virus) gen,
koji je klasifikovan kao protoonkogen, jer je dovoljna mutacija samo jednog alela kako bi se
poremetio Celijski ciklus (28). Proizvod ovog gena je K-ras protein, signalni molekul u intracelijskom
putu prenosa signala preko receptora za epidermalni faktor rasta (EGFR). Aktivirani K-ras protein
vezuje guanozin trifosfat (GTP), dok hidroliza GTP u guanozin difosfat (GDP) inaktivira K-ras
protein. Kada je K-ras izmenjen mutacijom gena, hidroliza GTP-a se ne odvija, te K-ras protein ostaje
trajno aktiviran. Smatra se da trajna aktivacija K-ras proteina dovodi do nekontrolisane deobe ¢elija



(28). BRAF je jos jedan od signalnih molekula EGFR sistema koji ucestvuje u patogenezi
kolorektalnog karcinoma (29).

MYH gen je gen koji u€estvuje u reparaciji DNK ekscizijom baza, a nasleduje se autozomno
recesivno. Delecija ovog gena na oba alela hromozma 1p dovodi do promena u nizu drugih molekula
1 povezana je za atenuisanom formom FAP-a (30).

Tumor supresorski gen p53 je dobro poznat u literaturi i dovodi se u vezu sa velikim brojem
malignih bolesti. Smatra se da p53 ima klju¢nu ulogu u zapocinjanju apoptoze kod celija sa
nepopravljivim oStecenjima genetskog materijala (31). Mutacije ovog gena su pristune u ¢ak 75%
slucajeva kolorektalnih karcinoma (7).

1.3.1.2. Telomere

Telomere su specijalizovani, guaninom bogati heksanukleotidni ponovci, lokalizovani na
krajevima hromozoma, koji se progresivno skracuju sa svakom celijskom deobom (32). Skracenje
telomera je uzrokovano nepotpunom replikacijomkrajeva DNK lanca (32), i njihovo skracenje
korelira sa starenjem (33). One imaju klju¢nu ulogu u stabilizaciji hromozoma Stite¢i ih od fuzije
krajeva i degradacije. Duzina telomera je takode pod uticajem genotokosi¢nog efekta raznih
intracelularnih jedinjena i jedinjenja iz spoljne sredine, medu kojima su i razni lekovi koji se koriste
u lecenju karcinoma (34, 35). Kod tumorskih ¢elija zbog ubrzane deobe dolazi i do brzeg skracenja
telomera u odnosu na netumorske somatske ¢elije. Skracenje telomera moze delovati i kao jak tumor-
supresorski mehanizam, jer ograni¢ava nekontrolisan rast ¢elija. Problem je taj $to ve¢ina karcinoma
razvije mehanizam produZzavanja, tj. podmladivanja telomera, kako bi se prevazisla ta barijera (32).
Podmladene telomere pre svega stabilizuju najkrace telomere, a te kriti¢no kratke telomere mogu
dovesti do formiranja mostova izmedu hromozoma tokom anafaze Celijske deobe, $to doprinosi
hromozomskoj nestabilnosti (36). Poremecaj mehanizma reparacije DNK (MMR mismatch repair)
koji dovodi do mikrosatelitne nestabilnosti takode moze da utice i na duzinu telomera (37). Podaci iz
literature jasno isticu da KRK nije bolest sa jedinstvenim uzrokom, ili jednim patogenetskim
mehanizmom; ve¢ da uz hromozomsku nestabilnost, mikrosatelitna nestabilnost i mehanizmi
epigenetske alteracije doprinose multifaktorskoj prirodi nastajanja KRK (38, 39).

Telomeraza je reverzna transkriptaza, enzim koji sintetiSe specifi¢ne sekvence na krajevima
telomera, odrzavajuci njihovu duzinu, samim tim i stabilnost. Duzina telomera i aktivnost telomeraze
je vazan mehanizam u genomskoj stabilnosti i replikativnom potencijalu ¢elije; i njihova disfunkcija
ima jednu od klju¢nih uloga u onkogeneti¢kom procesu (40).

Postoje podaci koji dovode u vezu duzinu telomera u perifernim leukocitima sa leukocitnom
infiltracijom u tumoru i prognozom prezivljavanja (41). Pretpostavlja se da krace telomere u
perifernim leukocitima znace bolji imunski odgovor i izrazeniju infiltraciju tumora, §to sve daje bolju
prognozu i duze prezivljavanje (41). Neki podaci isticu da skracenje telomera ima znacaj u pocetnim
stadijumima karcinoma, dok u odmakloj fazi razlika u duZini telomera u odnosu na zdravu mukozu
istih pacijenata nije toliko velika (42). Isti autori dovode u vezu i promenu duzine telomera sa
lokalizacijom kolorektalnog karcinoma (42).

Dosadasnja istrazivanja su uglavnom pokazala da skracenje telomera ima ulogu u nastanku
tumora, dok njihovo produzenje ima ulogu u progresiji tumora i njegovom rastu (42). Veliki znacaj
duzine telomera u inicijaciji, progresiji karcinoma i u prognozi bolesti se ne dovodi u pitanje, ali i
dalje postoje razlike u rezultatima savremenih istrazivanja (43, 44). Zato je veoma vazno razumeti
biologiju telomera u celosti, kako bi se u buduénosti $to bolje iskoristio koncept leCenja KRK baziran
na stabilizaciji telomera ili inhibiciji telomeraza (32).

1.3.2. Faktori rizika nacina Zivota i ishrane
Genetski faktori svakako doprinose povecanju rizika za svakog pojedinca, ali incidenca

kolorektalnog karcinoma u populaciji je velikim delom izazvana stilom Zivota i na¢inom ishrane,
faktorima koji su promenljivi, 1 ¢ijom se promenom u relativno kratkom vremenskom roku, mogu



drasti¢no promeniti stope oboljevanja od KRK. Dokaz ovoj tvrdnji su i podaci koji pokazuju da osobe
koje su dosle iz zemalja sa niskim stopama, u zemlje sa visokim stopama oboljevanja od KRK, ubrzo
dostizu visoke stope oboljevanja svoje nove domovine, sa prihvatanjem novog stila zivota (45, 46).
Dosadasnja istrazivanja su zakljucila da gojaznost, smanjena fizi¢ka aktivnost, loSa ishrana (crveno
meso, obradeno meso, manjak vlakana, celog zrna i kalcijuma), alkohol i duvan povecavaju rizik od
nastanka KRK (47, 48). Prema procenama iz prethodnih studija ¢ak 47% KRK u SAD 145% slucajeva
KRK u Engleskoj se moZe pripisati izlozenoS¢u spomenutim faktorima rizika koji se mogu izbeci
(48, 49). Kada udruzeno deluju, svi ovi faktori vrlo verovatno dovode do povecanja incidence KRK
u zemljama u razvoju (16).

1.3.2.1. Gojaznost

Brojne studije do sada su pokazale, a nove samo potvrduju, koriste¢i razna antropometrijska
merenja, da je preterana gojaznost jasno dokazan faktor rizika za nastanak KRK (uzro¢no posledi¢na
veza je jaca za karcinom kolona, u odnosu na rektalni karcinom) (50, 51). Dva najcesce koriS¢ena
pokazatelja gojaznosti su indeks telesne mase (BMI-body mass index), koji predstavlja meru
sveukupne gojaznosti, i obim struka (WC - waist circumference), koji odslikava abdominalnu
gojaznosti. WC se dovodi u snazniju vezu sa nastankom KRK u odnosu na BMI (52). Kada se ova
dva parametra ukljuce u statisticki model za izracunavanje rizika od KRK, relativni rizik za BMI se
smanjuje, ali ne i za WC, konkretnije, za svako povec¢anje WC od 10cm, relativni rizik od nastanka
KRK se poveca za 4% (53).

Potkozno masno tkivo (SAT) i visceralno masno tkivo (VAT) predstavljaju dve zasebne
celine. U poredenju sa potkoznim, visceralno masno tkivo produkuje vise proinflamatornih adipokina
(npr TNF) 1 manje adiponektina (54), uz to sadrzi i viSe imunskih ¢elija, pre svega makrofaga (55).
Ove osobine visceralnog masnog tkiva stvaraju sredinu slabe hroni¢ne inflamacije i insulinske
rezistencije, koji su povezani sa stimulisanjem tumorskog rasta i tumorskom progresijom (56, 57).
Mora se ipak naglasiti, da jo§ uvek nije poznato da li gojazno$¢u indukovana inflamacija direktno
uvecava rizik od nastanka kolorektalnog karcinoma ili posredno putem procesa kao Sto je insulinska
rezistencija. Poznato je da u uslovima hiperinsulinemije (kao posledice insulinske rezistencije) dolazi
do poviSenog nivoa insulinu sli¢nog faktora rasta 1 (IGF1), ¢iji signalni put stimuliSe proliferaciju
¢elija 1 inhibiSe apoptozu (58).

Prema podacima iz literature, kod bilo koje vrednosti BMI, visceralna gojaznost je vise
zastupljena kod ljudi azijskog porekla nego kod pripadnika bele rase (59), kao i kod muskaraca nego
kod Zena (60). Ova razlicita sklonost ka visceralnoj gojaznosti jasno dovodi do povecanog rizika od
KRK kod Azijata, ¢ak i1 sa normalnim BMI (61), kao i do jace povezanosti porasta BMI i rizika od
nastanka KRK kod muskaraca nego kod Zena (50).

Slabija povezanost gojaznosti i rizika od nastanka KRK kod Zena se, osim manje zastupljenom
visceralnom gojazno$¢u, moZze objasniti i drugim faktorima. Endogeni estrogeni predstavljaju zastitni
faktor kod Zena, 1 adipociti su njihov glavni izvor nakon menopauze (62, 63), stoga se kod post-
menopauzalnih Zena, prokancerski efekat gojaznosti, putem hiperinsulinemije i IGF1, u odredenoj
meri poniStava zaStitnim efektom estrogena (16). Ovome u prilog govore i podaci iz studija koji
gojaznost kod devojcica oznacavaju kao znatno ve¢i faktor rizika za nastanak KRK, nego gojaznost
koja nastane tek kasnije u odraslom dobu (64, 65).

1.3.2.2. Fizi¢ka aktivnost 1 sedentaran nacin zZivota

Kolorektalni karcinom, pogotovo karcinom kolona je jedan od retkih maligniteta za koji je
fizicka aktivnost, tj. njeno odsustvo, dokazani faktor rizika (66). lako ne postoji precizno definisan
rezim, u smislu trajanja i intenziteta fizicke aktivnosti u cilju prevencije, preporucuje se najmanje 150
minuta umerene fizicke aktivnosti i 75 minuta intenzivne fizicke aktivnosti tokom nedelju dana, ili
kombinacija ova dva rezima, gde 2 minuta umerene aktivnosti menja 1 minut intenzivne aktivnosti
(67). Dosadasnja literatura se slaze u tome da je bitan odreden nivo potroSene energije kroz fizicku



aktivnost, a ne neka odredena fizicka aktivnost (16). Povecanje fizicke aktivnost od samo 5
metaboli¢kih ekvivalenata (MET) smanjuje rizik od nastanka karcinoma kolona za oko 8% (48).
Metabolicki ekvivalent zadatka (MET- Metabolic Equivalent of Task) predstavlja jednostavan i
praktican nacin za odredivanje energetskih zahteva odredene fizicke aktivnosti. Osim toga, koristi se
1 kao mera funkcionalnog kapaciteta i aerobne sposobnosti pojedinca. Jedan MET se definiSe kao
intenzitet metabolizma u mirovanju, odnosno koli¢ina kiseonika koju osoba trosi dok miruje i iznosi
priblizno 3,5 ml O2/kg/min (ili 1.2 kcal/min za osobu od 70kg) (68). Dakle, tokom fizi¢ke aktivnosti
koja zahteva 3 MET jedinice, potrosi se tri puta viSe energije za isto vreme u odnosu na mirovanje.
Dosadasnja istrazivanja se ne slazu oko nacina na koji fizicka aktivnost dovodi do smanjenja rizika.
Poznat je njen pogodan uticaj na motilitet digestivnog trakta, imunski sistem, inflamaciju,
metaboli¢ke hormone (69), ali postoje neslaganja kako do toga dolazi, da li je to direktan uticaj fizicke
aktivnosti ili do ovih efekata dolazi posredno, preko gubitka visceralnog masnog tkiva (70). Odrasle
gojazne osobe, putem redovne fizicke aktivnosti, kao Sto su svakodnevno Setanje ili tréanje, tokom
nekoliko meseci, ¢e smanjiti koli¢inu visceralnog masnog tkiva, ¢ak i ako ukupna telesna masa ostane
nepromenjena (71, 72), ¢cime se smanjuje rizik od nastanka karcinoma kolona. Iako postoji saglasnost
medu istrazivac¢ima, da je bitnija bilo kakva fizi¢ka aktivnost, postoje autori koji su podrobnije ispitali
tu temu i1 navode podatke da se aerobnim vezbanjem znatno viSe smanjuje rizik od KRK nego
vezbama otpora i da je koli¢ina od samo 30 MET casova nedeljno, optimalna koli¢ina aktivnosti (73),
Sto podrazumeva svakodnevnu Setnju brzinom od oko Skm/h (aktivnost od 3 MET minuta) u trajanju
od 90 minuta.

Bez obzira na nivo fizicke aktivnosti, produzeno sedenje, u danaSnje vreme pre svega viSesatno
gledanje televizije, predstavlja jedan od vodecih faktora rizika (74). Ova Stetna navika savremenog
coveka je toliko znacajna, da su objavljeni podaci toliko detaljni, da pokazuju cak da produzeno
vreme gledanja televizije od samo 2 sata dnevno, povecava rizik od nastanka KRK za ¢ak 7% (75).
Smanjena aktivnost skeletne muskulature, izazvana produZenim sedenjem, olakSava nastanak
insulinske rezistencije, koja je takode povezana sa karcinogenezom (76). Vazno je napomenuti i
¢injenicu da je Cesto ustajanje, bez obzira na ukupno vreme provedeno sedeci, obrnuto povezano sa
ve¢ pomenutim faktorima rizika (BMI, WC) (77).

1.3.2.3. Nacin ishrane kao faktor rizika

Kako bi se pronasla ishrana pogodna za prevenciju karcinoma, a ujedno i identifikovali
potencijalni Stetni i korisni efekti ishrane, istraZivanja su promenila svoj fokus sa pojedina¢nih
nutrijenata na sveukupan obrazac ishrane (78). Kroz svoje aditivne, ili sinergisticke efekte
pojedinacnih sastojaka, odredeni obrasci ishrane mogu povecati ili smanjiti rizik od razvoja KRK
(16). Na osnovu dosadasnjih opservacionih istrazivanja, mogu se razlikovati dva obrasca ishrane:
tzv. ,,zdravi“ (mediteranski) nacin ishrane (sa visokim unosom voca, povréa, celog zrna, leguma,
orasastih plodova, ribe, morskih plodova, niskomasnog mleka ili mle¢nih proizvoda) i ,,nezdrav*
(zapadni) naSin ishrane (sa visokim unosom crvenog i obradenog mesa, zasladenih napitaka,
obradenog zrna, slatkiSa i krompira) (79). Porede¢i jedan od dva navedena nacina ishrane u meta
analizama kohortnih studija, izracunat je relativni rizik za KRK od 1,12 (95% CI 1,01-1,24) kod
zapadnog nacina ishrane, 1 0,89 (95% CI 0,84-0,95) kod mediteranskog nacina ishrane, pri cemu je
povezanost bila ja¢a za karcinom kolona, nego za karcinom rektuma (80). Stetni, odnosni protektivni
efekat, ishrane predstavlja kompleksno medusobno dejstvo svih pojedinac¢nih nutrijenata. Uticaj
crvenog i preradenog mesa npr. uti¢e na razvoj KRK putem hema iz gvozda, spoljnih N-nitrozo
jedinjenja, jonizovanih masnih kiselina, sekundarnih zu¢nih kiselina iz masti, kao 1 heterocikli¢nih
amina 1 policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika koji se stvaraju prilikom termic¢ke obrade mesa (81-
83). Prema jednoj meta-analizi prospektivnih studija, svako povecanje unosa crvenog/preradenog
mesa za 100g dnevno povezano je sa povecanjem rizika za razvoj KRK za 12% (95% CI 1,04-1,21),
ova povezanost jaca je za preradeno meso nego za crveno (84).

Ispitivanje uticaja insulina i biomarkera inflamacije na nastanak kolorektalnog karcinoma
predstavlja nov pristup u rasvetljavanju karcinogeneze kolona i rektuma (58). Nivoi C peptida



(markera sekrecije insulina), kao i CRP-a, IL-6 1 TNFa (markera inflamacije) odrazavaju nacin
ishrane, pun zasladenih napitaka, crvenog mesa, sa malo namirnica sa celim zrnom (85). Pozitivna
povezanost C peptida 1 parametara inflamacije sa rizikom od nastanka KRK sugeriSe da
hiperinsulinemija i inflamacija imaju udeo u uticaju celokupne ishrane na nastanak KRK (85, 86).

1.3.2.3.1. Vlakna i cela zrna

Prvi objavljeni podaci o zastitnoj ulozi vlakana u ishrani, objavljeni jo§ ranih 70-ih godina,
zasnivani su na ¢injenici niske incidence KRK medu stanovnicima ruralnih delova Afrike, koje je
odlikovala voluminozna stolica i brzo crevno praznjenje (87). Vlakna u ishrani, narocito
nerastvorljiva vlakna, smanjuju izloZenost epitela kolona i rektuma karcinogenima time §to skracuju
vreme prolaska stolice kroz creva i povecavaju zapreminu stolice (88). Osim na ovaj nacin,
pretpostavlja se da vlakna deluju i posredno preko bakterija u lumenu creva. Rastvorljiva vlakna, koja
stizu do kolona nesvarena, odmah se fermentiSu od strane anaerobnih bakterija u crevu u masne
kiseline kratkog lanca, uglavnom acetatnu, propionsku i buternu kiselinu (89). Buterna kiselina je u
in vitro studijama pokazala povoljan uticaj na prezivljavanje ¢elijskih linija zdravih kolonocita, a
izaziva apoptozu neoplasticnih kolonocita (90) i inhibiSe proinflamatorni odgovor u kolonocitima
(91). Jos jedan pretpostavljen mehanizam putem kog vlakna deluju protektivno na sluznicu creva je
preko bakterije Fusobacterium nucleatum, koja se nalazi u ve¢em broju u tumorskom tkivu u odnosu
na normalnu mukozu, a za koju se pretpostavlja da stimuliSe karcinogenezu u kolonu i rektumu tako
Sto stvara imunosupresivno tumorsko mikrookruzenje (92). Pretpostavka je da visok sadrzaj vlakana
u ishrani menja mikrobiom creva, smanjujuéi prisustvo Fusobacterium nucleatum. Ishrana bogata
vlaknima i celim zrnom povezana je sa smanjenim rizikom od nastanka KRK kod kojih se registruje
F. nucleatum u tkivu, ali ne i sa KRK kod kojeg se ne detektuje F. nucleatum (93). Iako su rezultati
dosada$njih istrazivanja pokazali veoma jaku moguénost zastitnog dejstva vlakana, velike
epidemioloske studije iznose razli¢ite rezultate kada se radi o namirnicama koje sadrze vlakna (16).
Dok su vlakna u zitaricama obrnuto povezana sa rizikom od nastanka KRK, vlakna u vocu, povréu i
mahunarkama nisu, a isti rezultat se dobija kada se radi o nastanku adenoma (94, 95). Zastitna uloga
vlakana iz zitarica se ogleda i u €injenici da je njihov poveéan unos, ¢ak i posle postavljanja dijagnoze
KRK (bez metastaza), povezan sa smanjenom smrtnos¢u ovih pacijenata (96). Interesantno je da su
randomizovane studije pokazale da ishrana bogata vlaknima iz pSeni¢nih mekinja ne doprinosi
prevenciji nastanka kolorektalnog adenoma (97). Sa obzirom na nove i ne toliko ubedljive dokaze o
ulozi vlakana u zastiti sluznice kolona i rektuma od nastanka adenoma i karcinoma, njihova zastitna
uloga je od ,,ubedljive* oznacena kao ,,verovatna“ (16).

1.3.2.3.2. Alkohol

Acetaldehid, kao prvi produkt metabolizma etil alkohola, dokazana je karcinogena supstanca
(16). Jedna metaanaliza iz 2018. godine iznosi podatak da ¢ak i veoma umereno konzumiranje
alkoholnih pic¢a (uzeta je granica od jednog pica ili manje na dan), dovodi do blagog, ali znac¢ajnog
uvecanja rizika od razvoja KRK (RR 1.04,95% CI 1.01-1.06) u odnosu na osobe koji uopste ne piju
ili povremeno popiju alkoholna pica (98). Uglavnom je povezanost alkohola i rizika od KRK veca
kod muskaraca nego kod Zena, Sto se objasnjava ve¢om konzumacijom alkohola od strane muskaraca,
ali ostavljena je mogucnost uticaja i drugih faktora rizika koji nisu uzimani u obzir (99). Alkohol
dospeva do kolonocita putem sistemske cirkulacije i putem difuzije iz lumena creva. Crevna flora
preko alkoholne dehidrogenaze pretvara alkohol u acetaldehid, koji se akumulira u crevnom epitelu
usled slabe aktivnosti mukozne acetaldehid dehidrogenaze (100) i ima Stetan uticaj na mukozu
izazivajuéi posledi¢nu celijsku regenerativnu proliferaciju (100, 101). Kada dospe u celiju,
acetaldehid oSte¢uje DNK 1 uniStava intracelijske folate koji su neophodni za sintezu DNK 1 njenu
metilaciju (101). Vaznu ulogu ima i vrsta alkoholne dehidrogenaze u organizmu, jer pojedini autori
iznose podatke o povec¢anom riziku od nastanka KRK zbog konzumiranja alkohola kod Azijske
populacije (102) u odnosu na ostatak sveta (99). Kao jedan od razloga navodi se visoka prevalence



ALDH2*2 varijante enzima alkoholne dehidrogenaze u Aziji (103, 104). Postoje i suprotni podaci
koji navode smanjen rizik od nastanka KRK kod nosilaca ovih gena, jer im usporeno metabolisanje
etanola izaziva diskomfor zbog kog i ne piju Cesto alkohol (105). Bitno je istaci da studije koje ispituju
povezanost alkohola i rizik od kolorektalnog karcinoma imaju brojna ogranicenja, pre svega manjak
podgrupa, kako medu onima koji piju, tako i medu onima koji ne piju alkohol, te su potrebne detaljnije
analize kako bi se rasvetlila uloga etanola i njegovih metabolita u nastanku KRK (105).

1.3.2.3.3. Pusenje

Dim cigareta u sebi sadrzi brojne supstance koje dospevaju do kolorektalne mukoze direktno
ingestijom ili preko sistemske cirkulacije, izazivaju¢i geneticke i epigeneti¢ke aberacije (106). Meta-
analize opservacionih studija su pokazale da se relativni rizik od razvoja kolokretalnog karcinoma
povecava sa uvecanjem paklo-godina (pusSenje jedne paklice cigareta (20 cigareta) dnevno tokom cele
godine), a smanjuje sa $to kasnijim pocetkom pusenja (priblizno za 4% za svakih 10 godina kasnijeg
pocetka puSenja) (47, 107). Istrazivanja cak tvrde da puSenje razli¢ito utice na nastanak KRK u
razli¢itih delovima kolona/rektuma (16). Pojedini istraziva¢i navode da aktivni puSaci imaju ve¢i rizik
od nastanka karcinoma rektuma i proksimalnog dela kolona, ali ne i od karcinoma distalnog kolona
(108).

Jedan od mehanizama preko koga puSenje dovodi do nastanka tumora je stvaranje
nepovratnih promena u DNK Stetnim delovanjem policikliénih aromati¢nih ugljovodonika (106).
Prema dosadasnjim podacima u literaturi, ovaj mehanizam znacajniji je u nastanku tumora rektuma,
treba mu viSe vremena da dovede do nastanka karcinoma i izaziva nepovratne promene u DNK (106).
Zato se Stetan uticaj pusenja moze samo u izvesnoj meri umanyjiti prestankom pusenja, ali ne i potpuno
ukloniti.

1.3.3. Stres kao faktor rizika za nastanak kolorektalnog karcinoma

Kada se kaze stres u svakodnevnom govoru, uglavnom se misli na psihosocijalni pritisak
kojem je savremeni covek svakodnevno izloZen (109). U tom smislu, stres se definiSe kao proces u
kojem zahtevi sredine prevazilaze adaptivne kapacitete individue, zbog Cega nastaju psiholoske i
bioloske promene koje mogu uvecavati rizik od brojnih oboljenja (110). Zato uvek treba imati na
umu da, iako stres za svrhu ima prilagodavanje, on sa sobom nosi rizik i od neuspeha u prilagodavanju
raznim faktorima spoljne sredine (109). Prva istrazivanja o povezanosti stresa i malignih bolesti su
se bazirala na nacine suocavanja sa boleS¢u (111), porede¢i ishod bolesti sa jednom od Cetiri
kategorije suoCavanja: borbenost, poricanje, stoicizam/fatalizam i pesimizam (112). Rezultati prvih
studija su govorili u prilog povoljnijeg ili Stetnijeg uticaja pojedinih na¢ina ponasanja na ishod
maligne bolesti, ali su pocetkom milenijuma bolje dizajnirane studije ipak iznele jasan stav da nema
statisticki znacajne razlike u ishodu bolesti izmedu pacijenata sa nafinom suocavanja (113).
Savremene studije sa pocetka XXI veka koje su se bavile povezano$cu stresa i karcinoma, imale su
znatno vece kohorte, sa dugackim periodom praéenja, a takode su belezile pojavu bilo koje vrste
karcinoma, dakle razvile su se kvalitetne prospektivne studije (109). Pojedinacni rezultati ovih
studija, sprovodenih Sirom sveta su pokazali da u skoro 80% slucajeva nije bilo veze izmedu stresa i
nastanka karcinoma, u manje od 20% slucajeva ta veza je bila potvrdena, dok je u nekoliko procenata
sluc¢ajeva nadeno cak i protektivno dejstvo stresa (109). Engleski autori su u jednoj metaanalizi naveli
da je indeks rizika za nastanak karcinoma u prisustvu stresa 1,21, odnosno da je za 21% Sansa veca
da se pojavi karcinom bilo gde u telu kod osoba izloZenih stresu i da je indeks rizika rastao sa duzim
trajanjem pracenja, Sto ih je navelo na zakljucak da stres ima spor, ali kumulativan efekat na rizik od
nastanka karcinoma (114). Takode su zakljucili da je potreban veci broj ispitanika kako bi se izbegao
lazno negativan nalaz, jer je u studijama sa ve¢im brojem ispitanika indeks rizika bio ve¢i (114). Isto
tako, Yoichi 1 saradnici tvrde da su li¢nosti sklone stresu, sa nepovoljnim tehnikama prevladavanja,
losijim kvalitetom Zivota grani¢no povezane sa nastankom karcinoma (114). Medutim, mozda i
najvazniji zaklju¢ak ove grupe autora, je povezanost depresivnosti i nastanka karcinoma. Od svih



psihosocijalnih faktora, depresivnost je imala najjatu povezanost sa nastankom karcinoma, sa
indeksom rizika 1,29 (95% CI: 1,14-1,46) (114). Ova metaanaliza je, u odnosu na sve do tada
publikovano, pokazala stres kao dosta znacajniji faktor rizika (109), uz naglaseno ogranicenje da se
radi o ispitanicima iz razvijenih zemalja, Sto umanjuje primenu njenih rezultata na ostatak sveta (114).
koliko stres uti¢e na pojavu karcinoma (109). Jos jedan od faktora ¢iji se uticaj na nastanak karcinoma
ispitivao kroz razlicite teorijske modele, je 1 tip licnosti (109). DosadaSnja istraZivanja, ipak
naglaSavaju, da tip li¢nosti, iako predstavlja vazan faktor u reagovanju na stresogene faktore, ima
samo grani¢no znacajan uticaj na rizik od pojave karcinoma (115).

U velikom broju dosadasnjih istrazivanja postoje konzistentni dokazi o uticaju emotivnih
poremecaja (pre svega depresije), izazvanih odredenim delom i stresom, na nastanak karcinoma
(109). Kako je hipotalamo-hipofizno-adrenalna osovina kljucni sistem za odgovor na stresogene
faktore, za njene poremecaje se pretpostavlja da mogu biti veza izmedu depresivnosti i karcinoma
(109). Poremecaj ove osovine je odavno primecen kod pacijenata sa depresijom, koji karakteriSe
izmenjena koncentracija i dnevni profil lucenja kortizola, a koji svoje efekte ispoljava preko
glukokortikoidnog receptora, te se poremecaj ovog signalnog puta smatra jednim od uzroka depresije
(116). Podaci iz literature ukazuju na promene u ekspresiji glukokortikoidnog receptora, njegovoj
nuklearnoj translokaciji, promene u transkripciji posredovanoj ovim receptorom i u aktivnostima
drugih proteina koji menjaju njegovu aktivnost (116, 117).

1.4. Patogeneza kolorektalnog karcinoma, putevi Sirenja i prirodni tok bolesti

Geneza karcinoma kolona i1 rektuma je postepen proces tokom kojeg dolazi do patoloskih
promena mukoze creva i nakupljanja genetskih i epigenetskih promena u ¢elijama epitela (118).
Smatra se da kolorektalni karcinom nastaje putem tzv. adenom-karcinom sekvence. 1z zdrave
mukoze, nakupljanjem mutacija, dolazi do transformacije epitela, najpre u displasti¢ni epitel, potom
u rani, srednji i ,.kasni“ adenom i na kraju nastaje invazivni karcinom koji ima potencijal da
metastazira (7). KRK moze nastati iz jedne ili kombinacije tri razli¢ita mehanizma: hromozomske
nestabilnosti (CIN), mikrosatelitne nestabilnosti (MSI) i fenotip metilacije CpG ostrvaca (CIMP)
(118). Tipicna geneza tumora sa hromozomskom nestabilnoS¢u pocinje sa mutacijom APC gena, koja
je pracena aktivacijom K-ras onkogena i inaktivacijom p53 tumor supresorskog gena (119).
Aneuploidija i gubitak heterozigotnosti (LOH) predstavljaju glavne faktore u CIN tumorima, koji
¢ine najveéi deo sporadicnih formi (85%) 1 ucestvuju u slucajevima familijarne adenomatozne
polipoze koji su povezani sa ,,germline* mutacijama APC gena (120). Metilacija CpG ostrvaca
predstavlja epigenetsku alteraciju, pre svega hipermetilacijom raznih tumor supresorskih gena od
kojih su najvazniji MGMT i1 MLH1. Ove hipermetilacije su ¢esto udruzene sa BRAF mutacijom i
mikrosatelitnom nestabilnos¢u (121). Kod mikrosatelitne nestabilnosti (MSI) postoje genetske
promene kratkih segmenata koji se ponavljaju i najcesc¢e se deSavaju u nekom od gena odgovornih za
popravku oste¢enja DNK (mismatch repair gene - MMR) (122). Ove promene predstavljaju osnovno
obelezje Lin¢ sindroma (predispozicija za razvoj KRK, kao i karcinoma drugih lokalizacija). Javljaju
se u oko 15% sporadi¢nih slucajeva KRK. Isto tako 1 hipermetilacija MMR gena moZe dovesti do
MSI(122). Iz svega napisanog jasno je da se ova tri mehanizma Cesto preklapaju u razvoju KRK
(Sema 1.4.1.).



Hromozomska APC ¥ 18qLOH

nestabilnost hipometilacija DNK KRAS ¥
(CIN) mutacija tp53
Mikrosatelitna MLH]1 4 mutacija BRAF nove alteracije
nestabilnost MSH 2 ¥ TGF BRII
(MSI) MSH 6 BAX
APC ¥ IGFIIR
Fenotip metilacija hipermetilovani nove alteracije
CpG ostrvaca promotori, npr,
(CIMP) TIMP3,HLTF, ID4...

zdrav epitel ——® adenom —— ¥ karcinom ——® metastatska bolest

Sema 1.4.1. Genetski i epigenetski mehanizmi nastanka kolorektalnog karcinoma.

Karcinom kolona i rektuma nastaje u mukozi i vremenom infiltriSe zid creva, susedna tkiva i
organe. Kako tumor raste i postaje voluminozan, moze dovesti do opstrukcije u pasazi, a lokalno
Sirenje tumora, kada je rektum u pitanju, moze dovesti do opstrukcije i drugih organa, pre svega
uretera na nivou karlice (7). Limfogeno $irenje predstavlja najc¢es¢i put Sirenja KRK, koje uglavnom
prethodi razvoju udaljenih metastaza ili karcinomatozi (7). Verovatno¢a za nastanak
nodalnih/limfogenih metastaza raste sa rastom tumora, dubinom infiltracije, slabijom histoloskom
diferencijacijom i limfovaksularnom invazijom. T stadijum (dubina infiltracije) je pojedinacni
najznacajniji prediktor limfogenog Sirenja (7). Karcinom in situ (Tis), koji se prostire samo do
muscularis mucose, se zove jos i displazija visokog stepena, kod koje ne bi trebalo da postoji rizik od
limfogenog Sirenja. Male tumorske promene koje su ograni¢ene na zid creva, T1 1 T2 tumori, nose
rizik od limfogenog Sirenja 5% do 20%, dok tumori koji infiltriSu sve slojeve zida creva i okolne
organe (T3 i T4) u preko 50% slucajeva ve¢ imaju metastaze u limfnim ¢vorovima. Broj limfnih
¢vorova sa metastazama je u pozitivnoj korelaciji sa udaljenim metastazama, a u negativnoj sa
duzinom prezivljavanja (7). Kada postoji 4 ili viSe pozitivnih limfnih ¢vorova, prognoza je losija.
Limfogeno Sirenje karcinoma kolona obi¢no ide duz magistralnih venskih sudova obolelog segmenta
kolona. Kod karcinoma rektuma limfogeno Sirenje moZze i¢i u dva pravca. U proksimalnim delovima
rektuma limfna drenaza se odvija na gore duz gornjih rektalnih sudova do donjih mezenteri¢nih
limfnih ¢vorova, dok u donjim delovima rektuma limfna drenaZza moze i¢i duz srednjih rektalnih
sudova. Limfna drenaZza duz donjih rektalnih sudova do unutrasnjih ilija¢nih ¢vorova ili ¢vorova u
preponama je retka, osim kada se radi o tumoru analnog kanala ili su proksimalni limfatici blokirani
tumorom (7).

Najces¢i organ udaljenih metastaza KRK je jetra. Do jetre KRK dolazi hematogenim putem
preko portnog venskog sistema. Kao i1 kada se radi o limfogenom S$irenju, verovatno¢a nastanka
jetrenih metastaza raste sa veli¢inom i gradusom tumora, medutim, i mali tumori mogu dati udaljenje
metastaze (7). Drugi naj¢es¢i organ hematogenog Sirenja KRK su pluca, ali veoma retko se deSavaju
izolovane pluéne metastaze. Karcinomatoza predstavlja difuzno peritonealno Sirenje tumora i ima
veoma losu prognozu (7).
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1.5. Skrining i rano otkrivanje kolorektalnog karcinoma

Skrining moZe smanjiti incidencu i smrtnost od KRK otkrivajuéi na vreme prekancerozne
promene ili karcinom u ranoj fazi i time omogucavajuci pravovremeno lecenje (13). Nacini skriniga
mogu biti razli€iti, sa razli¢itim finansijskim i infrastrukturnim zahtevima (16).

Najrasprostranjeniji na¢in skriniga je test na okultno krvarenje (Fecal Occult Blood Test -
FOBT), koji detektuje krv u stolici, Sto moze ukazati na prisustvo prekancerskih ili kancerskih lezija
kolona/rektuma. Stariji FOBT su bazirani na gvajaku, dok su noviji imunohemijski, poznati i kao
fekalni imunohemijski testovi (Fecal Immunochemical Test - FIT) danas poZeljniji, jer ne zahtevaju
poseban rezim ishrane pre testiranja, imaju vecu senzitivnost i ve¢u specificnost u odnosu na klasicne
FOBT (123).

Relativno nov nacin skrininga, razvijan od strane americkih autora je viseciljni fekalni DNK
test (124). Ovaj test podrazumeva kvantitativni molekularni esej za KRAS mutaciju, aberantne
metilacije NDRG4 i BMP3, i [ aktin u uzorcima stolice. Kombinuju¢i FIT i detekciju izmenjene
DNK u stolici dobijena je veca pojedinacna senzitivnost u odnosu na klasi¢an, komercijalni FIT, kako
za KRK tako i1 za uznapredovale prekancerozne promene, sa jo§ uvek smanjenom specificno$éu
(124). Zbog nize specifi¢nosti koja dovodi do verovatno veceg broja invazivnih procedura, pre svega
kolonoskopija, a samim tim i povecanih troskova, kombinacija FIT/DNK testa jo§ uvek ne predstavlja
dobar skrining test (125).

Zlatni standard u dijagnostici, a i skriningu KRK je kolonoskopija, ali je svakako najskuplja
1 zahteva najobimnije resurse (16). Skrining kolonoskopija smanjuje sveukupni rizik od KRK, kao i
mortalitet od KRK, u odnosu na nesprovodenje kolonoskopije (126), uz relativno retke komplikacije
u vidu perforacije ili krvarenja (127), dok tzv. prekomerno lecenje (engl. overtreatment) nije toliko
¢esto kao kod karcinoma dojke ili prostate (128).

Osim pomenutih FOBT, FIT i kolonoskopije, kao skrining testovi mogu¢i su 1 fleksibilna
sigmoidoskopija, sama ili u kombinaciji sa FOBTom, barijumska klizma i CT kolonografija (tzv.
virtuelna kolonoskopija) (7).

Trenutna preporuka Americkog kanceroloskog drustva je da se sa skriningom pocne sa 45.
godinom Zivota, kada se radi o populaciji prose¢nog rizika, dakle za asimptomatske pacijente, sa
negativnom licnom i porodi¢nom anamnezom (129), dok se u Finskoj i Novom Zelandu skrining
sprovodi od 59. godine, a u Austriji i Japanu od 40. godine (130). Preporucuju se sledece opcije:
godisnje FOBT ili FIT prema uputstvu proizvodaca za uzimanje uzoraka, fleksibilna sigmoidoskopija
svakih 5 godina, kolonoskopija svakih 10 godina, klizma sa dvojnim kontrastom svakih 5 godina ili
CT kolonografija svakih 5 godina (131). Ukoliko postoje neki od faktora rizika ili pozitivna li¢na, tj.
porodi¢na anamneza sa skrining testovima treba poceti i ranije (131).

Medutim, preporuke za skrining se razlikuju izmedu zemalja, pa ¢ak i1 izmedu razlicitih
organizacija (16). Tako se FIT preporucuje u velikom starosnom opsegu od 50 do 74 godine, dok se
kolonoskopija kao metoda skrininga preporucuje samo u Austriji, Nemackoj, Poljskoj i Americi
(130). Za osobe od 75. godine zivota se u Kanadi ne preporucuje rutinski skrining, $to nije slucaj u
Austriji, dok se u Engleskoj i Americi odluka o sprovodenju skrininga za ove pacijente donosi za
svaki slu€aj posebno, u zavisnosti od opsteg stanja, licne 1 porodi¢ne anamneze (130).

Bez obzira na velike razli¢itosti u skrining programima, samo sprovodenje skrininga dovodi
do smanjenja smrtnosti od KRK (9).
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1.6. Klinicka prezentacija, preoperativna evaluacija bolesti i odredivanje stadijuma

Simptomi kolorektalnog karcinoma su raznoliki i obi¢no postaju evidentni tek kada dode do
lokalnog ili sistemskog Sirenja bolesti. Kako bi leCenje imalo veée izglede za uspeh, preoperativna
evaluacija bolesti 1 odredivanje stadijuma imaju veliki znacaj.

1.6.1. Klinicka prezentacija

Simptomi karcinoma kolona i rektuma ispoljavaju se uglavnom tek kada dode do lokalne
uznapredovalosti tumora i uglavnom su nespecifi¢ni. Promene u uobi¢ajenom crevnom praznjenju,
kao 1 rektoragija su klasi¢ni simptomi koji se prvi javljaju. Abdominalni bolovi, gréevi, nadutost i
ostali simpotmi opstrukcije govore u prilog veéeg ili viSe uznapredovalog tumora. Uopsteno,
karcinomi desnog kolona uglavnom dovode do anemije usled dugotrajnog okultnog krvarenja, a rede
do opstruktivnih simptoma zbog velikog dijametra lumena creva. Dok levostrani tumori ¢eS¢e dovode
do opstruktivnih smetnji, jer je i lumen levog kolona uzi. Tumori rektuma dovode do promene u
crevnom praznjenju, krvarenja, tenezmi i bolova. Osim ovih tipi¢nih simptoma, pacijenti ne moraju
da pokazuju ikakve simptome ili da se zale na nespecificne, uopsStene tegobe kao Sto su malaksalost,
slabost, gubitak apetita (7).

1.6.2. Preoperativna evaluacija

Onog trenutka kada se postavi dijagnoza KRK, potrebno je odrediti adekvatan stadijum
bolesti. Prvo treba iskljuciti prisustvo sinhronog (vise od jednog primarnog) tumora kolonoskopijom
(7). Prema pojedinim podacima sinhroni tumor je prisutan u oko 5% slucajeva (132). Kod karcinoma
rektuma potrebno je prvo uraditi digitorektalni pregled i rigidnu proktoskopiju kako bi se adekvatno
procenio polozaj tumora, njegova veli¢ina, morfologija i fiksiranost. Endorektalni ultrazvuk i NMR
karlice daju neprocenjive podatke o T i N stadijumu tumora (133, 134). Nakon odredivanja lokalnog
statusa bolesti, CT pregledom grudnog koSa, abdomena i male karlice procenjuje se prisustvo
udaljenih metastaza (7). Pozitron emisionom tomografijom se nekad moZze proceniti priroda promena
otkrivenih na CT-u. Odredivanje tumor markera (CEA 1 CA 19-9) preoperativno sluzi za orjentaciju
u daljem postoperativnom pracenju (7).

1.6.3. Odredivanje stadijuma

Odredivanje stadijuma tumora se bazira na dubini infiltracije tumora, prisustvu depozita u
limfnim ¢vorovima kao i prisustvu udaljenih metastaza. Istorijski su se koristili Djuksov (135), a
potom i Astler-Koler-ov klasifikacioni sistem (136), a danas se koristi sistem odredivanja stadijuma
bolesti Americkog Udruzenog Komiteta za Rak (American Joint Committee on Cancer, AJCC)
baziran na TNM tumorskoj klasifikaciji koji su prikazani u tabelama 1.6.3.1. 1 1.6.3.2. (137).
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Tabela 1.6.3.1. TNM klasifikacija i Stadijumi tumora prema AJCC, osma verzija.

T stadijum

N stadijum

M stadijum

Tx primarni tumor se ne moze
proceniti

Nx regionalni limfni ¢vorovi
s€ ne mogu proceniti

MO0 nema udaljeih metastaza

TO0 nema dokaza o prisustvu
primarnog tumora

N0 nema merastaza u
regionalnim limfnim

MXx prisustvo udaljeih
metastaza se ne moze

lamine proprije

¢vorovima proceniti
Tis karcinom in situ: N1 metastaze u 1 do 3 M1 prisutne udaljene
intraepitelni tumor ili invazija | regionalna lifna ¢vora metastaze

T1 invazija submukoze

N1la metastaza u jednom
regionalnom limfnom ¢voru

M1a metastaze ograni¢ene na
jedan organ ili u
neregionalnom limfnom ¢voru

T2 invazija muskularis
proprije

N1b metastaza u 2 do 3
regionalna limfna ¢vora

M1b metastaze u vise od
jednog organa ili prisutni
peritonealni depoziti

T3 invazija kroz muskularis
propriju u perikolorektalno
tkivo

N1c tumorski depozit(i) u
subserozi, ili
neperitonealizovanom
perikoli¢nom ili perirektalnom
tkivu, bez prisustva
regionalnih limfnih ¢vorova

T4a infiltracija visceralnog
peritoneuma

N2 metastaze u 4 ili viSe
regionalna limfna ¢vora

T4b tumor direktno infiltrise
ili je adheriran uz okolne
organe

N2a metastaze u 4 do 6
regionalna limfna ¢vora

N2b metastaze u 7 ili vise
regionalna limfna ¢vora
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Tabela 1.6.3.2. Stadijuma kolorektalnog karcinoma prema AJCC, osma verzija.

Stadijum tumora T stadijum N stadijum M stadijum
0 Tis NO MO
I T1 NO MO
T2 NO MO
ITA T3 NO MO
1B T4a NO MO
IIC T4b NO MO
1A T1-T2 NI1/Nlc MO
T1 N2a MO
111B T3-T4a NI1/Nlc MO
T2-T3 N2a MO
T1-T2 N2b MO
1Ic T4a N2a MO
T3-T4a N2b MO
T4b NI1-N2 MO
IVA Bilo koji T Bilo koji N Mla
IVB Bilo koji T Bilo koji N M1b

Stadijum I bolesti podrazumeva invazivne karcinome koji dopiru do submukoze ili muskularis

proprije, ali bez prisustva nodalnih ili udaljenih metastaza. Stadijum II obuhvata tumore koji probijaju
zid creva ili infiltriSu seroze ili susedne organe, ali nemaju nodalne ili udaljene metastaze. Tumori
kod kojih postoje nodalne metastaze, ali ne i udaljene, bez obzira na T status ubrajaju se u stadijum
III, dok prisustvo udaljenih metastaza svrstava pacijente u stadijum IV bolesti. Prisustvo udaljenih
metastaza, tj. stadijum IV KRK su uglavnom otkrije preoperativno, T i N stadijum se moZe naslutiti
uz pomo¢ NMR i endorektalnog ultrazvuka (133, 134), ali se definitivno odredivanje stadijuma I, II
1 IIl moze sprovesti isklju¢ivo nakon patohistoloske evaluacije reseciranog preparata (7).
Stadijum bolesti korelira sa petogodi$njim prezivljavanjem (138) i prema stadijumu se procenjuje
svrsishodnost modaliteta lecenja koji su na raspolaganju. Kod pacijenata sa stadijumom I i II se moZze
ocekivati prilicno visok procenat prezivljavanja od preko 70%, dok prisustvo nodalnih i udaljenih
metastaza dovodi do znac¢ajno manjeg prezivljavanja (138).

Pored prisustva metastaza u lokoregionalnim limfnim c¢vorovima, kao najznacajnijeg
prognostickog faktora, brojne druge karakteristike, kao S§to su stepen diferencijacije, mucinozna
komponenta, perineuralna i venska invazija, diferencijacija po tipu celija peCatnog prstena,
peritumorski i intratumorski limfocitni odgovor 1 brojni drugi faktori, takode uti¢u na prezivljavanje
kod KRK.
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1.6.4. Kvantitativna analiza parametara digitalizovanih mikrografa

Sa ciljem smanjenja ukupnih dijagnostickih troskova i poboljSanja preciznosti postavljenih dijagnoza,
poslednjih godina se sve visSe razvijaju metode kvantitativne kompjuterske analize histopatoloskih
preparata 1 odredivanja strukturnih i teksturnih parametara koji bi mogli posluziti kao markeri
oboljenja. Interesovanje u ovoj oblasti je dodatno motivisano razvojem WSI skenera (whole slide
imaging scanner), kao i metoda masinskog ucenja i veStacke inteligencije. Sve to je korak ka
digitalnoj patologiji, koja podrazumeva automatsko prikupljanje, obradu, interpretaciju i pretrazivanje
podataka dobijenih WSI skeniranjem visoke rezolucije (139-141). Medutim, pokazuje se da je
metodologiju i1 kvalitet poCetnih uzoraka potrebno jo§ dosta poboljsati kako bi ovakva reSenja mogla
sa sigurnos¢u da se upotrebljavaju u praksi (142, 143). S jedne strane, predlaze se preciznija
standardizacija postupaka koji bi se primenjivali u razli¢itim laboratorijama ka smanjenju razlika u
zakljuccima. S druge strane, pokazuje se da se bolji rezultat moze posti¢i kontrolom kvaliteta 1
odbacivanjem dela uzoraka ili smanjenjem dimenzionalnosti vektora osobina slike (143, 144).
Dodatno, ispituje se koje od osobina digitalizovanih mikrografa bi mogle biti pouzdane i robusne kao
pokazatelji promena, ¢ak i1 u slucaju kada bi koli¢ina ili kvalitet pocetnih uzoraka bili donekle
ograniceni. Ova istraZzivanja imaju veliki potencijal za buducu primenu, ukoliko bi se uspesno
redukovali postojeci problem.

1.6.5. Infracrvena spektroskopija kao moguce dijagnosticko sredstvo

Infracrvena (IR) spektroskopija je fizicko-hemijska metoda, koja se zasniva na snimanju
apsorpcionih spektara analiziranih jedinjenja. U medicinskim istraZivanjima, osnova za primenu ove
metode nalazi se u razli¢itom hemijskom sastavu zdravog i bolesnog tkiva. Prisustvo razli¢itih
molekula u ove dve vrste tkiva pokazace i razlicite IR spektre.

Medu razli¢itim spektroskopskim metodama koje su bile procenjivane za razlikovanje
normalnog od neoplastinog tkiva, Fourier-ova infracrvena spektroskopija (FTIR) pokazala je
ogroman potencijal kao tehnika buduénosti. Infracrvene (IR) tehnike u biomedicini postale su
stvarnost sa velikom koli¢inom informacija prikupljenih iz klinickih studija. Ova tehnika, u kojoj se
ne koriste reagensi, moze brzo i neinvazivno otkriti promene u biohemijskom sastavu ¢elija i tkiva
(na molekularnom nivou), posebno tokom karcinogeneze (145).

Istaknuta podrucja u kojima se FTIR-spektroskopija moze koristiti u dijagnostici malignih
tumora u buduénosti su:

- razlikovanje normalnog od obolelog tkiva u razli¢itim organima (dojke, jetre, grli¢a materice,
kolona i rektuma) i otkrivanje ranih stadijuma maligniteta (na primer, polip koji se smatra
premalignim), koji jo§ nisu detektabilni primenom standardnih metoda (146).

- pracenje abnormalnog rasta i proliferacije ¢elija u delovima tkiva, npr. u kriptama debelog creva
koje poseduju dobro uspostavljene zone Celijskog rasta i odbacivanja starih celija (147).

- diferencijacija izmedu karcinoma i drugih patoloskih stanja sa slicnom klini¢kom manifestacijom,
kao sto su inflamatorne bolesti creva (IBD) i KRK (148).

- pracenje efekta hemioterapije kod limfoproliferativnih bolesti, pa ¢ak i odredivanje gradusa tih
tumora (149, 150).

Svi ovi navedeni primeri jasno ukazuju na to da FTIR ima potencijal da se razvije u mo¢no
sredstvo u dijagnostici karcinoma.

IR spektroskopija je proucavanje interakcije infracrvenog zracenja sa razli¢itim materijama.
Raniji instrumenti su bili previse disperzivni i stoga je intenzitet na svakoj talasnoj duzini meren
zasebno. Ova metoda, iako popularna, oduzimala je mnogo vremena. S druge strane, FTIR
spektroskopija ne sadrzi monohromatore, ve¢ je opti¢ki element sastavljen od interferometra,
omogucavajuéi istovremena merenja kompletnog opsega talasnih duzina u kratkom vremenskom
periodu (145). Kompjuterizovana metodologija Fourier-ove transformacije prenosi razliku opticke
putanje (interferogram) u frekventni domen i na taj nacin smanjuje nivo Suma i ¢ini prikupljanje
podataka brzim i lakSim za tumacenje (145).
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Za razliku od UV zraka, rendgenskih zraka i gama zraka, koji se trenutno koriste u medicini,
IR zraci ne vrse destrukciju bioloskih uzoraka (145). U poredenju sa magnetnom rezonancom (MR)
1 pozitron emisionom tomografijom (PET), potrebna je manja koli¢ina uzoraka (dakle dovoljna je i
biopsija), a takode je brza od Ramanspektroskopije za ex vivo analizu. FTIR spektroskopija ima
prednost u analizi tkiva, tenosti i ¢elija (145).

IR zraCenje podstice vibracije kovalentnih veza molekula unutar uzorka koji ga apsorbuje.
Talasna duzina IR zraCenja koje se apsorbuje zavisi od prirode kovalentne veze (vrste atoma u vezi i
vrste veze) ijacine bilo koje medumolekulske interakcije. Razli¢ite biomolekularne komponente daju
karakteristi¢ne spektre koji se mogu smatrati jedinstvenim za svaku od njih, omogucéavajuéi time
merenje slozenih molekularnih vibracionih rezima koji sadrze dragocene informacije o promenama
koje se desavaju unutar tkiva usled razlicitih bolesti (151-153). Kada se adekvatno namesti aparatura
1 podese parametri merenja, ova metoda je veoma jednostavna za rukovanje i krajnje ekonomic¢na.
Budu¢i da priprema uzorka nije zahtevna i ne trazi posebne tretmane, IR spektroskopija bi omogucila
brzu dijagnozu (145). Prilikom dobijanja uzoraka za bilo koju od ve¢ ustanovljenih dijagnosti¢kih
procedura, kao §to su klasi¢na patohistoloSka ili histohemijska analiza, delovi tih uzoraka se mogu
iskoristiti za FTIR spektroskopiju i na taj na€in bi se dobili dodatni korisni podaci, koji bi pomogli u
razlikovanju vrste/prirode polipa kolorektuma (154, 155).

Savremeni trendovi idu ka tome da se u bliskoj buduénosti razviju dijagnosticki instrumenti
za karcinom, zasnovani na FTIR spektroskopiji, na razli¢itim nivoima u tkivima, od biopsije do in
situ dijagnoze kod pacijenata u operacionoj sali (145). FTIR spektroskopija se moze koristiti, ne samo
za razlikovanje zdravog tkiva od karcinoma, ve¢ i za razumevanje osnovnih procesa karcinogeneze,
kao Sto su promene koncentracije metabolite (156, 157) i promene u sekundarnoj strukturi
biomolekula (DNK) pre razvoja histoloSke manifestacije bolesti (158-160). Ono ¢emu se tezi kod
upotrebe FTIR-a, a §to bi svakako imalo prednost u odnosu na ve¢ postojece dijagnosticke metode,
je identifikacija jednog, zajednickog markera razli¢itih karcinoma, bez obzira na njihovo poreklo i
prirodu. Ova moguénost je izneta u nekim od prethodnih istrazivanja, koja su se bavila istrazivanjem
jedinstvenog porekla karcinoma koris¢enjem FTIR-a (161). Dostupnost velike kolic¢ine podataka o
spektrima, racunarskih metoda i neuronskih mreza, kao i viSestruke dijagnosticke talasne duzine bi
verovatno mogle to da omoguce (162-164).

1.6.5.1. Prednosti FTIR spektroskopije

Kako je prevalenca karcinoma debelog creva velika (1), brzi nacin za ranu i sigurnu dijagnozu
bi dao znacajan doprinos u smanjenju mortaliteta. Veoma znacajno dostignuce predstavljaju pionirski
rezultati u in situ dijagnostici karcinoma kolona koriste¢i FTIR (165), a takode je postignut napredak
1 u identifikaciji, klasifikaciji 1 predvidanju eventualnog nastanka karcinoma u bioptatima kolona i
rektuma (145). Osim karcinoma kolona, FTIR spektroskopija je koriS¢ena za otkrivanje raka u drugim
organima/tkivima, kao $to su grli¢ materice (145), zeludac (166), jednjak (167) 1 oralna sluznica
(168). Osim toga Sto je za FTIR potrebna vrlo mala koli¢ina uzorka (nekoliko mikrolitara ili ¢ak
nekoliko ¢elija), dodatna je prednosti i ta §to FTIR ne zahteva zasebno prikupljanje uzoraka, ve¢ se
mogu koristiti mali delovi uzoraka koji su prikupljeni ve¢ ustanovljenim nacinima za standardne
dijagnosticke procedure (145). Ovo je posebno korisno za karcinome organa kao Sto su Stitna zlezda,
prostata i koStana srz, gde se mogu izvrsiti iglene biopsije ili kada su samo male koli¢ine uzoraka
dostupne za analizu. Mikroskopske koli¢ine limfocita su analizirane FTIR spektroskopijom u cilju
identifikacije 1 ocene tipa leukemije (149), a isto se moze primeniti i na brisu cerviksa kojim se takode
dobija mala koli¢ina uzorka (169). Osim postavljanja same dijagnoze, tj. razlikovanja benignog od
malignog, precizno odredivanje stadijuma i gradusa premalignog i malignog tkiva je takode veoma
vazno kako bi lecenje bilo uspesno, jer bi pogresno, neprecizno odredivanje stadijuma ili gradusa
dovelo do pogresne prognoze (145). Razli¢ite vrste polipa uspesno su procenjivane pomocu FTIR-
mikrospektroskopije (MSP) i neuronskih mreza (146). Po sli¢nom principu su klasifikovane i razlicite
faze cervikalne intraepitelne neoplazije (170), a takode je pokazano da je i razlikovanje melanoma od
nevusa pomoc¢u FTIR-MSP izvodljivo sa uspehom (171).
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Kao S§to je jasno prikazano da FTIR spektroskopija moze razlikovati normalna od
karcinomskih tkiva, kao i razli¢ite graduse maligniteta, tako bi bilo moguce izracunati opseg Sirenja
karcinoma i premalignih stanja pomoc¢u biopsija na pravilnim razmacima od glavne tumorske mase;
kao 1 ponovno procenjivanje resekcione margine za svakog pojedinacnog pacijenta (145). U slucaju
poremecene histologije kolona i rektuma, abnormalne kripte se mogu identifikovati u vrlo ranoj fazi
onkogeneze (147, 172). Upotreba veoma osetljivih postupaka kao $to je FTIR moze razlikovati i
razli¢ita stanja, koja mogu inicijalno li¢iti na karcinom ili se mogu razviti u karcinom (npr. atrofi¢ni
gastritis ili inflamatorne bolesti creva) od samog karcinoma (148). Dosadasnja otkri¢a vezana za
FTIR daju nadu da bi se ova metoda mogla koristiti u buduénosti za predvidanje relapsa karcinoma i
pocetka maligne faze u razvoju tumora (145). Takva primena ¢e zavisiti od visoke tacnosti i
predvidljivosti spektroskopije u tandemu sa naprednim racunarskim metodama, kao npr. neuronskim
mrezama (145).

1.6.5.2. Budu¢énost infracrvene spektroskopije u dijagnostici kolorektalnog karcinoma

Pokazalo se da FTIR spektroskopija daje vazne podatke u vezi sa promenama biohemijskog
sastava celija i tkiva, posebno tokom karcinogeneze. Nakon §to se detaljno uporedi i utvrdi efikasnost
FTIR-a sa ve¢ prihvacenim dijagnostickim metodama, mozda ¢e mo¢i i da ih zameni u buduénosti,
posebno kada se uzmu u obzir ogranicenja trenutnih metoda, kao $to su potrebno vreme i novac. FTIR
se, prema pojedinim autorima, nameée kao korak izmedu standardne mikroskopije i1 slozenih,
molekularno bioloskih metoda, u cilju smanjenja potrebnih uzoraka za detaljnu analizu (145). Metoda
bi naroCito bila korisna u identifikaciji suptilnih biohemijskih promena koje nisu dale svoju
morfolosku manifestaciju vidljivu histoloskim analizama, prilikom dijagnoze premalignih stanja, kao
1 u analizi resekcionih margina uzoraka (147). U tom pogledu, mapiranje tkiva udaljenih od glavne
tumorske mase FTIR-om bi pomoglo hirurzima u operacionoj sali pri preciznom odredivanju
resekcionih margina. Dostupnost intenzivnih IR snopova iz sinhrotrona pomogla je u rasvetljavanju
biohemijskih promena unutar pojedinacnih ¢elija i razumevanju Celijskog ciklusa, rasta i Celijske
smrti na molekularnom nivou (173). Sli¢no ovim principima, spektralne promene usled mikrobnih
infekcija (174) ili malignitetima indukovane genetske promene (175), mogle bi u buduénosti pomo¢i
da se definiSu spektralne promene karcinoma do nivoa njegovog uzroka (145). Prema tome,
potencijalna svestranost FTIR spektroskopije mogla bi da se koristi za razjasnjavanje vise aspekata
karcinoma u kra¢em vremenskom periodu, koriste¢i varijacije pri razliCitim talasnim duZinama.
Daljim razvojem optickih vlakana i smanjivanjem smetnji koje stvara voda u tkivima, doSlo bi se do
revolucionarnih promena u razvoju endoskopskih dijagnostickih instrumenata zasnovanih na IR
spektroskopiji, te bi rutinska kontrola progresije ili recidiva bolesti bila podnosljivija i za pacijente i
za hirurge, jer bi se izbegavale invazivne hirurske intervencije (145, 176).

Napredak u razvoju softvera i metoda izracunavanja ¢e svakako omoguditi rutinsku upotrebu
FTIR spektroskopije u dijagnozi, pracenju, mozda ¢ak i predvidanju nastanka karcinoma. Dalja
istrazivanja u razli¢itim oblastima kao i saradnja fiziara, informatickih strucnjaka, patologa,
onkologa 1 hirurga mogu od FTIR spektroskopije da naprave novo, moé¢no sredstvo u leCenju
malignih bolesti.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istrazivanja bili su da se, u odnosu na pol, starosnu dob pacijenta i stadijum
tumora, odrede:

1. Morfometrijska, teksturna i fraktalna analiza digitalizovanih mikrografa.

2. Koncentracija mikro- i makroelemenata u tumorskom tkivu kolona/rektuma 1 zdravoj
mukozi.

3. Parametri oksidativnog stresa 1 antioksidativne zaStite u tumorskom tkivu

kolona/rektuma i zdravoj mukozi.

4. Koncentracija masnih kiselina u tumorskom tkivu kolona/rektuma i zdravoj mukozi.

5. Duzina telomera u tumorskom tkivu kolona/rektuma, zdravoj mukozi i perifernim
leukocitima.

6. Spektri apsorbovanih talasnih duzina infracrvenom spektroskopijom i time odrediti

biohemijski sastav u tumorskom tkivu kolona/rektuma i zdravoj mukozi.
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3. MATERIJAL I METODE

Ovo istrazivanje je bilo dizajnirano i realizovano po tipu studije preseka. Pacijenti ukljuceni
u istrazivanje su bili leeni u Klinici za hirurgiju ,,Nikola Spasi¢*“ Klini¢ko-bolnickog centra
Zvezdara. Morfometrijska, teksturna i fraktalna analiza je bila sprovedena u Institutu za fiziku u
Beogradu, kao 1 analiza uzoraka infracrvenom spektroskopijom. Merenje koncentracije
mikroelemenata i makroelemenata je bilo sprovedeno u Institutu za higijenu i tehnologiju mesa.
Parametri oksidativnog i nitrozativnog stresa su odredivani u Institutu za biohemiju Medicinksog
fakulteta Univerziteta u Beogradu. Koncetracija masnih kiselina je merena u Institutu za medicinska
istrazivanja Univerziteta u Beogradu. Merenje duzine telomera u tkivnim uzorcima i uzorcima krvi
radeno je u Stomatoloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

3.1.Studjijski pacijenti

U ovom istrazivanju su ukljuceni pacijenti koji su bili hospitalizovani na Klinici za hirurgiju
,»Nikola Spasi¢* Klini¢ko-bolni¢kog centra (KBC) Zvezdara u Beogradu. Ukljuceno je ukupno 111
pacijenata. Broj pacijenata je odreden na osnovu broja pacijenata u prethodnih pet godina iz grupa
kod kojih je manje zastupljen ovaj tip tumora. Kriterijumi za uklju¢ivanje u studiju su bili: prethodno
patohistoloski verifikovan karcinom kolona ili rektuma, starost preko 18 godina. Kriterijumi za
iskljucenje iz studije su bili: starost ispod 18 godina, poznata istorija HIV, HBV, HCV ili sifilisa
potvrdena od strane pacijenta. Pre uklju¢ivanja u istrazivanje svi pacijenti su potpisali informisani
pristanak.

3.2. Protokol istrazivanja

Svi postupci su odobreni od strane Etickog odbora KBC Zvezdara, Beograd (Odluka sednice
odrzane dana 29.06.2016.), kao i od strane Eticke komisije Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu (13222/111-13, 17.03.2021.).

Nakon prijema pacijenata i potpisivanja informisanog pristanka, od pacijenata je uzimana
potrebna koli¢ina krvi za odredivanje hematoloskih i biohemijskih parametara. Navedene analize su
uradeneu Sluzbi za laboratorijsku dijagnostiku KBC Zvezdara. Za uzimanje uzoraka krvi od
pacijenata koriS¢ena je standardna oprema Klinike za hirurgiju. Nakon hirurske resekcije
kolona/rektuma, resekat je obilno ispiran fizioloskim rastvorom (Hemofarm, VrSac, Srbija), potom je
u sterilnim uslovima uzimano oko 6 grama tumorskog tkiva (ne ugrozavajuci definitivnu
patohistolosku dijagnozu), kao i 6 grama zdrave mukoze, Sto je moguce vise udaljene od tumorskog
tkiva, a minimalno 20cm. Svi uzorci su stavljani u sterilne tube (Microcentrifuge tubes with lid, PP,
2,0ml, Brand GMBH and Co KG, Wertheim, Nemacka) i potom ¢uvani u te€nom azotu do transporta
i skladistenja u zamrzivacu na -80°C. Vreme od hirurske devaskularizacije preparata do potapanja u
tecni azot iznosilo je najviSe 30 minuta. Pacijenti ukljuceni u studiju su razvrstani u Cetiri grupe:
muskarci do 65 godina starosti, muskarci preko 65 godina starosti, zene do 65 godina starosti i1 Zene
preko 65 godina starosti.

Delovi tumorskog tkiva i zdrave mukoze su koriS¢eni za odredivanje:

1. koncentracije makro- i mikroelemenata,

2. koncentracije masnih kiselina,

3. parametara oksidativnog stresa,

4. parametara antioksidativne zastite,

5. duzine telomera,

6. biohemijskih sastava uzoraka pomocu infracrvene spektroskopije.
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Stadijumi karcinoma kolona/rektuma koji su se koristitili u istrazivanju, odredivani su
pomocu patoloskog TNM stadijuma. Patoloski TNM stadijum tumora je utvrdivan nakon
makroskopskog 1 mikroskopskog pregleda hirurskog resekata. Mikroskopski pregled podrazumeva
patohistoloSku evaluaciju uzoraka tkiva koja su obradena na standardan nacin (fiksirana u formalinu,
ukalupljena u parafinu) i obojena hematoksilin-eozin metodom.

Koris¢enjem Olympus BX43 mikroskopa (Olympus, Tokyo, Japan) sa uvelicanjem 1000x,
Olympus DP70 kamere (Olympus BX50, Tokyo, Japan), i Analysis 5.0 softvera (Softlmaging
System, Olympus), histoloske sekcije su digitalizovane u visokoj rezoluciji, 4080%3072 piksela. Time
je obezbedeno 11,76 piksela po mikrometru za digitalnu analizu strukturnih i teksturnih osobina.

Za potrebe uzorkovanja koris¢en je sterilan instrumentarijum Klinike za hirurgiju i kanister
za teCni azot zapremine 6 litara (U.S. Solid 6L Liquid Nitrogen Dewar Tank, SKU JFLNT00002,
GTIN-12 (U.P.C.) 888107027959, Model USS-LNTO00002). Te¢ni azot (Gourmet N- E 941,
klasifikacija CLP/GHS H281, CAS broj 7727-37-9, EC broj 231-783-9, koncentracija 100%) je
nabavljen od proizvodaca, firme MESSER TECHOGAS A.D. Rakovica, Beograd, Srbija.

3.3. Odredivanje hematoloskih i biohemijskih parametara

Odredivanje krvne slike (leukociti (10%/1), eritrociti (10'2/1), hemoglobin (g/dl), hematokrit
(%), MCV (Mean corpuscular volume - prosecna zapremina eritrocita) (fl), MCH (mean corpuscular
hemoglobin - prose¢na koli¢ina hemoglobina u eritrocitu) (pg), MCHC (mean corpuscular
hemoglobin concentration - srednja koncentracija hemoglobina na decilitar eritrocita) (g/dl),
trombociti (10°/1), RDW SD (red cell distribution width standard deviation - raspodela eritorcita po
zapremini standardna devijacija) (f1), RDW CV (red cell distribution width coefficient of variation -
raspodela eritorcita po zapremini koeficijent varijacije) (%), PDW (platelet distribution width -
raspodela trombocita po zapremini) (fl), MPV (mean platelet volume - prosecna zapremina
trombocita) (fl), PCT (plateletcrit - procenat krvi koji zauzimaju trombociti) (%), neutrofili (%),
limfociti (%), monociti (%), eozinofili (%), bazofili (%), neutrofili (10°/1), limfociti (10°/1), monociti
(10°/1), eozinofili (10°/1), bazofili (10°/1), IG (Immature Granulocytes - nezreli granulociti apsolutni
broj) (10°/1), IG (Immature Granulocytes - nezreli granulociti u procentima) (%) je radeno na
hematoloSkom brojacu XN-1000 firme Sysmex (Kobe, Japan), metodom fluorescentne protocne
citometrije.

Odredivanje biohemijskih parametara (bilirubin ukupni (umol/l), bilirubin direktni (umol/l),
ukupni proteini (g/l), albumini (g/1), mokra¢na kiselina (umol/l), kreatinin (pmol/l), urea (mmol/l),
glukoza (mmol/l), holesterol (mmol/l), trigliceridi (mmol/l), HDL-holesterol (High-density
lipoprotein - lipoproteini velike gustine) (mmol/l), LDL - holesterol (low-density lipoprotein -
lipoproteini male gustine) (mmol/l), K (kalijum - mmol/l), Na (natrijum - mmol/l), CI (hlor - mmol/l),
Ca (kalcijum - mmol/l), fosfor (mmol/l), Mg (magnezijum - mmol/l), bikarbonati (mmol/l), Fe
(gvozde - umol/l), UIBC (unsaturated iron-binding capacity - nezasic¢eni kapacitet vezivanja gvozda)
(umol/l), TIBC (total iron-binding capacity - ukupni kapacitet vezivanja gvozda) (umol/l), saturacija
(%), feritin (ng/ml), AST (aspartat aminotransferaza) (U/l), ALT (alanin aminotransferaza)(U/l), ALP
(alkalna fosfataza) (U/l), GGT (gama-glutamil transpeptidaza) (U/lI), LDH (laktatat dehidrogenaza)
(U/), amilaza (U/l), lipaza (U/l), CRP (C reaktivni protein) (mg/l)) je radeno na biohemijskom
analizatoru Beckman Coulter (Brea, Kalifornija, SAD) AU 480/680 spektrofotometrijskom
metodom.

Parametri hemostaze (protrombinsko vreme (s), INR (international normalised ratio), Quick
protrombinsko vreme (%), aPTT (activated partial thromboplastin time - aktivirano parcijalno
tromboplastinsko vreme) (s), aPTT R (activated partial thromboplastin time ratio - odnos aktiviranog
parcijalnog tromboplastinskog vremena) (R), fibrinogen C (g/1), trombinsko vreme (s) i trombinsko
vreme (R)) su radeni na aparatu BCS XP firme Siemens (Minhen, Nemacka), metodom
koagulometrije.
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Hormoni (testosteron, progesteron i estradiol), kao i tumorski markeri (CEA i CA 19-9) su
odredeni na aparatu Cobas e4l1 rotor, firme Roche (Bazel, Svajcarska), metodom ECLIA
(elektrohemiluminiscentni imunoesej).

3.4. Patohistoloska analiza

Nakon prijema i makroskopskog opisa hirurskih resekata kolona ili rektuma, uzorkovani su
reprezentativni iseCci tumora, regionalni limfnih ¢vorovi i resekcione linije preparata. Tkivni isecci
su fiksirani u neutralnom puferisanom formalinu u automatskom tkivnom procesoru 24h, nakon toga
su kalupljeni u parafinske blokove, seceni na rezove debljine 5 pm i bojeni Hematoksilin-Eozin (Bio—
Optica, Milano, Italija) metodom. Patohistoloske preparate je analizirao isti patolog na mikroskopu
Olympus BX41 (Olympus, Tokio, Japan).

3.5. Morfometrijska, teksturna i fraktalna analiza digitalizovanih mikrografa

Analize digitalizovanih mikrografa bile su u celini fokusirane na analizu osobina jedara ¢elija
tumorskog tkiva, kod kojih se sa napredovanjem tumora uocava promena veli¢ine i oblika, a dolazi i
do promena u arhitekturi hromatina unutar jedara S$to se moze registrovati preko izmenjene
kompleksnosti strukture hromatina i preko razlika u statistickim parametrima tekstura. Uzimajuci
patohistoloSke analize kao zlatni standard, a sa osnovnim ciljem da se utvrdi koji parametri slike bi
mogli biti najviSe od koristi kada je u pitanju dijagnostika kolorektalnog karcinoma, izdvojeno je
po 50 reprezentativnih jedara tumorskog tkiva i po 50 reprezentativnih jedara zdrave mukoze,
za svaki od Cetiri TNM stadijuma. Za precizno izdvajanje jedara koriS¢en je softver ImagelJ (NIH,
Bethesda, MD, USA). Izdvojena jedra su preneta na belu podlogu i snimljena kao zasebne slike
veli¢ine 500x500 piksela.

3.5.1. Morfometrijska analiza

Morfometrijska analiza jedara precizno kvantifikuje parametre kao $to su povrsina (4rea),
izduzenost (4spect Ratio) 1 ispunjenost oblika (Solidity). Kako kod kancerogenih oboljenja neki ili
vec¢ina ovih parametara mogu biti izmenjeni, interesantno je uporediti razlike u zavisnosti od TNM
stadijuma 1 znacaj pojedina¢nih parametara u opstoj proceni stanja. Neki od primera upotrebe
morfometrijskih parametara mogu se naci u literaturi (177-179). Ovde je izracunavanje morfometrijskih
parametara jedara sprovedeno koriS¢enjem softvera ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA). Odredivani
su povrSina, obim konture jedra, aproksimacija konture elipsom, izduZenost, ispunjenost,
cirkularnost. Izduzenost odnosno aspect ratio se odreduje direktno na osnovu elipsoidalnog fita, kao
osnos velike i male poluose takve elipse. PovrSina (4rea), najmanja konveksna povrsina koja
obuhvata jedro (Convex area), i obim (Perimeter) se koriste u izracunavanju cirkularnosti
(Circularity) 1 ispunjenosti (Solidity), prema ispod navedenim formulama.

Circularity = 4mx —Area___ 1
Y (Perimeter)2 M
T Area
Solidity = Convex Area’ 2)

3.5.2. Analiza karakteristika teksture

Za analizu karakteristika teksture koriS¢ena je metoda odredivanja GLCM, odnosno
gray-level-co-occurrence matrice (matrica zdruzenog pojavljivanja nivoa sivog), koja radi sa
monohromatskim ili grayscale slikama (180). Na osnovu izracunate matrice koja odgovara teksturi
jedra, moze se izracunati preko deset statistickih karakteristika (Haralick statistical features) za opis i
uporedivanje tekstura, ¢ime se priblizno makroskopski moze proceniti arhitektura hromatina.
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Koriscéen je softver na osnovu metoda opisanih u (180), koji je prilagoden za rad sa ve¢ izdvojenim
jedrima na beloj podlozi (Institut za fiziku Beograd), kao Sto je detaljnije opisano u radu (181).
Razmatrani su prostorni rasporedi tataka pod uglom 0°, 45°, 90°, 135°, na udaljenostima od 1 px do
16 px (piksela), dok su razlike u intenzitetima piksela kvantifikovane pomocu 16 nivoa sivog.
Verovatnoc¢a pojedine kombinacije navedena je kao p (i,;) i odnosi se na piksele i i j. Srednje
vrednosti intenziteta piksela oznacene su kao p;, a standardne devijacije kao o;. Izracunato je po Cetiri
statisticka parametra koji se verovatno i najcesce koriste, a to su kontrast (Contrast), korelacija
(Correlation), energija (Energy ili ASM), 1 homogenost (Homogeneity). Neke od ovih osobina se
same ili u kombinaciji sa brojnim drugim parametrima koriste i u automatizovanim analizama
tekstura, videti na primer (182, 183).
Neg—1 Ng Ng

Contrast =Y n’ DY P Ni—ji=n |- 3)
n=0 i=1j=1
Ne Ne i )\i—y. i
Correlation = Z Z Com)=r)p ) . (4)
i=1j=1 %7
Ng Ng )
ASM =33 p(i))”. (5)
i=1j=1
Ng Ng ..
Homogeneity = Z Z% (6)

i=1j=1

3.5.3. Fraktalna analiza

Kao korisni parametri za kvantifikovanje strukturne sloZenosti izdvojenih jedara pokazali
suse i fraktalna dimenzija i1 lakunarnost (181, 184, 185). Prednost fraktalne analize u ovakvim
istrazivanjima je u tome $to mnogi prirodni procesi, pa i bioloski, ispoljavaju multifraktalni karakter.
Na primer, fraktalna dimenzija kvantifikuje iskrzanost kontura objekata i stepen grananja.
Lakunarnost kao parametar drugog reda odgovara prostornoj nehomogenosti u smislu rasporeda i
veli¢ine praznina u fraktalnim obrascima. Kako bi se procenili ovi parametri, celine od interesa, u
ovom slucaju izdvojena jedra, se prekrivaju mrezama promenljive veliCine, &, iprebrojava se
prosecan broj tacaka obuhvacen ¢elijom mreze. Na osnovu toga se procenjuje verovatnoca nalazenja
m tacaka u celiji veliCine g, P (m,€), i momenti prvog i viseg reda, M9(e).

M(e) = ZmP(m,s), Mm? (e)= Zm2P(m,8). (7)

Kada se podaci prikazu u zavisnosti od veli¢ine ¢elije mreZe i pronade odgovarajuca regresiona kriva,
moze se proceniti fraktalna dimenzija, D. Lakunarnost, L, se procenjuje kada se na slican nacin uzme
u obzir i momenat drugog reda. Ukoliko slike nisu binarizovane, ve¢ monohromatske, u svim
zbirovima se vr$i skaliranje intenzitetom piksela za svaki piksel koji se uzima u obzir.

potim M@ 001 gy )

¢e—0 Ine (M(e))? ’ ¢—>0 Ine

(8)

Promene ovih parametara ukazuju na promene u strukturnoj i teksturnoj slozenosti jedra.
ZaizraCunavanje fraktalne dimenzije i lakunarnosti koriS¢en je FracLac plugin za Imagel
(FracLac, A. Karperien, Charles Sturt University, Australija).
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3.6. Koncentracija mikro- i makroelemenata

U ispitivanim uzorcima odredena je koncentracija slede¢ih devetnaest elemenata:

Fe (gvozde),

Zn (cink),

Cu (bakar),

Mn (mangan),

Se (selen),

Cr (hrom),

Co (kobalt),

Ni (nikl),

Na (natrijum),

K (kalijum),

Mg (magnezijum),

Ca (kalcijum),

Cd (kadmijum),

Pb (olovo),

Hg (ziva),

As (arsen),

U (uranijum),

Sn (kalaj) 1

Al (aluminijum).

Zamrznuti uzorci su odmrzavani na temperaturi od +4°C dan pre analiziranja, a potom su
homogenizovani. Homogenizacija je uradena ultrazvu¢nim homogenizerom (Bandelin Sonoplus,
Bandelin Electronic, Berlin, Nemacka) tokom 60 sekundi na najvecoj jaini. Koli¢ina od otprilike
0.5g odmrznutog, homogenizovanog tkiva svakog uzorka je stavljena u teflonsku posudu sa 1.5ml
azotne kiseline (67% Trace Metal Grade, Fisher Scientific, Bishop, UK) i 1.5ml vodonik prekosida
(30 % analytical grade, Sigma-Aldrich, St. Louis, MA, SAD) za mikrotalasnu digestiju. Program
uredaja za mikrotalasnu digestiju (Start D, Milestone, Sorisole, Italija) se sastojao od tri koraka:
zagrevanje od 5 minuta od sobne temperature do 180°C, 10 minuta odrzavanja temperature od 180°C,
potom 20 minuta ventiliranja. Nakon hladenja, digestirani uzorci su kvantitativnho preneseni u
jednokratne posude i rastvoreni do 100ml dejonizovane vode, koja je napravljena uz pomo¢ sistema
za preciS¢avanje vode (Purelab DV35, ELGA, Buckinghamshire, Velika Britanija). Analiza svih
devetnaest elemenata je sprovedena pomocu metode induktivno-kuplovane plazme sa masenim
spektrometrom (ICP-MS) “iCap Q” (ThermoScientific, Bremen, Nemacka). Najzastupljeniji izotopi
su koriS¢eni za kvantifikaciju. Pozicija plamenika, jonska optika i detektor su svakodnevno
podesavani koristeci rastvor za podesavanje (Tune B, Thermo Scientific, Bremen, Nemacka), kako
bi se optimizovali mehanicki i elektricni parametri i smanjila moguénost interference. Osnovni uslovi
rada mernih instrumenata su bili: RF snaga (1550 W), protok gasa za hladenje (14 I/min), protok
nebulizatora (1 I/min), protok kolizionog gasa (1 ml/min), nacin rada (Kinetic Energy Discrimination-
KED), vreme zadrzavanja (10ms). Standardni rastvori koji sadrze 1000mg/l svakog od elemenata
(Fe, Zn, Cu, Mn, Se, Cr, Co, Ni, Na, K, Mg, Ca, Cd, Pb, Hg iAs) su kupljeni od proizvodaca Reagecon
(Shannon, Co. Clare, Irska). Ovi rastvori su koriS¢eni za pravljenje standarda za kalibracione krive
od pet tacaka, ukljucujuéi i nulu. Tokom ocitavanja svakog uzorka, u sistem se paralelno uvodio i
rastvor internog standarda, koji je obuhvatao elemente niskih, srednjih i visokih masa (°Li, **Sc, "'Ga,
8Y, 29Bi). Softver za akviziciju podataka o¢itavao je automatski vrednosti ispitivanih elemenata i
vrednosti za elemente iz internog standarda. Rezultati su iskazivani kao procentualni udeo prvog
oCitanja. Softver je, na osnovu ocitanih vrednosti, automatski korigovao dobijene koncentracije
elemenata u uzorku za procenat umanjenja ili povecanja intenziteta internog standarda. Ovakav nac¢in
analize je omogu¢io kompenzaciju eventualnih promena u sprovodnom i detekcionom sistemu
uredaja u realnom vremenu. Svi rastvori (standardni, interni i uzorci) su pripremani u 2% rastvoru
azotne kiseline.
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Kvalitet analitickog procesa verifikovan je analizom sertifikovanog referentnog materijala
NIST 1577c¢ (goveda jetra, Gaithersburg, MD, SAD). Referentni materijal je pripremljen kao
ispitivani uzorak koriste¢i mikrotalasni digestor. Izmerene koncentracije su korigovane za faktor
odgovora unutrasnjih standarda koriste¢i metodu interpolacije i bili su opsegu sertifikovanih
vrednosti za sve izotope (tabela 3.6.1. Sertifikovane vrednosti i izmerene vrednosti elemenata (NIST
1577c, Gaithersburg, MD, SAD)). Nisu dobijene informacije za Hg, Al, Sn and U u referentnom
materijalu, 1 stoga su analiti¢ki povrati od 97% do 105% utvrdeni koriS¢enjem vrhova uzoraka.

Tabela 3.6.1. Sertifikovane vrednosti i izmerene vrednosti elemenata (NIST 1577c, Gejtersberg,
Merilend, SAD).

Elements Certified value* Analysed value** Recovery
(ng/kg) (ng/kg) (%)
As 19,3+1,4 20,5+1,1 106,2
Cd 97+1,4 97,9+2,6 100,9

Pb 62,8+1,0 (mg/kg) 63,3+2,6 (mg/kg) 100,8 (%)
Cu 275,24+4.6 271,9+5,7 98,8
Fe 197,94+0,65 197,43+5,21 99,7
Zn 181,1+1,0 180,9+1,8 99,9
Mn 10,46+0,47 10,55+0,25 100,9
Cr 53+14 5142,8 96,2
Co 0,3+£0,018 0,310,016 103,3
Ni 44,5+9.2 52,7+4,3 118,4
Se 2,03120,045 2,055+0,066 101,2
K 10230640 10540300 103,0
Na 2033+64 2011+140 98,9
Ca 13110 125+4 95,4
Mg 62042 631£19 101,8

* Sertifikovane vrednosti date od strane proizvodaca.
** Vrednosti su prikazane kao srednja vrednosttstandardna devijacija.
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3.7. Odredivanje parametara oksidativnog stresa

Odredivani su sadrzaj lipidnih peroksida (malondialdehid), aktivnost katalaze, koncentracije
nitrita, kao i relativne vrednosti ovih parametara prema koncentraciji proteina po Lowry-ju.
Homogenizacija tkiva:

Aktivnost katalaze, sadrzaj lipidnih peroksida (MDA) i koncentracija NO ispitivana je na oko
300mg tkiva tumora i zdravog tkiva kolona/rektuma, koje je homogenizovano u 3 mL kalijum-hlorida
(KC1 0,16 mol/L) ¢ime je dobijen 10% homogenat. Homogenizacija je uradena ultrazvu¢nim
homogenizerom (Bandelin Sonoplus, Bandelin Electronic, Berlin, Nemacka) tokom 60 sekundi na
najvecoj jacini. Potrebna gramaza tkiva je uzimana u sterilnim uslovima, pincetom i skalpelom, dok
je potrebna zapremina rastvora KCl-a uzimana pipetom sa sterilnim nastavcima. Nakon izvrSene
homogenizacije, 1 mL homogenata je iskoriS¢en za odredivanje aktivnosti katalaze. Ostatk
homogenata koriscen je za odredivanje sadrzaja lipidnih peroksida i koncentracija NO.

3.7.1. Odredivanje sadrzaja lipidnih peroksida - MDA

Lipidna peroksidacija oznacava oSte¢enje lipidnih komponenti celijske membrane
delovanjem slobodnih kiseoni¢nih radikala. Peroksidacijom masnih kiselina sa 3 ili viSe dvostrukih
veza nastaje malondialdehid (MDA) koji se, kao pokazatelj intenziteta lipidne peroksidacije i
oksidativnog stresa, moze odredivati u plazmi i urinu (186).

Za merenje lipidne peroksidacije koriS¢ena je Siroko prihvacena reakcija u kojoj: MDA
reaguje sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA, 3,75g/L) u uslovima poviSene temperature i kiselog pH
(trihlorsir¢etna kiselina, TCA 150 g/L) i daje konjugat crvene boje ¢iji je maksimum absorpcije na
532 nm. TBA moze reagovati sa drugim aldehidima i nekim Secerima, a opisana reakcija je Siroko
prihvacena. Da bi se odredio sadrzaj MDA koriS¢en je nerazblazen homogenat. Epruvete uzorka

(tumor/zdravo tkivo) i slepe probe su pripremljene na nacin prikazan u tabeli br. 3.7.1.1.

Tabela 3.7.1.1. Nacin odredivanja MDA.

Reagens Uzorak Slepa proba
Homogenat ImL
dH-0 ImL
TCA 0,5mL 0,5mL
TBA 0,5mL 0,5mL

Zatvorene epruvete stavljene su u vodeno kupatilo u trajanju od 15 minuta na 100°C. Nakon
inkubacije epruvete su ohladene, pa centrifugirane 10 minuta na 3000 obrtaja. Nakon inkubacije i
centrifugiranja ocitana je apsorbanca na ¢itau za mikrotitarske plo¢e na 535 nm (Sunrise, TECAN,
Dorset, Velika Britanija). Za odredivanje koncentracija lipidnih peroksida koris¢en je nanomolarni
apsorpcioni koeficijent uz koriStenje sledece formule:

Pri ¢emu je:

Augz - apsorbanca uzorka

Asp - apsorbanca slepe probe

€ - molarni apsorpcioni koeficijent za MDA-TBA konjugat - 0.156mL/(nmol x cm)
tV - ukupna zapremina - 2mL

pV - zapremina homogenata - ImL

R - razblazenje homogenata - 2

10 - prevodenje na g tkiva

O O O O O 0 O
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3.7.2. Odredivanje aktivnosti katalaze

Katalaza je jedan od enzima antioksidativne zastite ¢elije i kataliSe prevodenje dva molekula
vodonik peroksida (H202) u vodu (H20) i molekulski kiseonik (O>):

2H,0,— 2H,0 + O,

Ovo je reakcija na kojoj je zasnovan princip najveéeg broja metoda u kojima se odreduje
katalazna aktivnost. Meri se kao brzina smanjenja koncentracije H>O2 u inkubacionoj meSavini.

Katalaza iz homogenata tkiva tumora/zdravog tkiva razlaze vodonik peroksid (supstrat).
Pretpostavka je da je aktivnost katalaze proporcionalna koli¢ini utroSenog H>0- u jedinici vremena
(min). Na osnovu razlike u sadrzaju H>O; u inkubacionoj smesi pre i posle dodavanja enzima,
izracunava se enzimska aktivnost. Koncentracija H>O; se odreduje kolorimetrijski u prisusutvu
amonijum molibdata ([(NH4)sM07024% 4H>0], 34,4 mmol/L). Vodonik peroksid sa amonijum
molibdatom gradi Zuto obojeno kompleksno jedinjenje ¢ija se apsorbancija meri na 410 nm (187).

Za odredivanje aktivnosti katalaze u uzorku (tumor/zdravo tkivo) je koris¢en 10 puta
razblazen homogenat. Ovako razblazenom homogenatu je dodat apsolutni etanol u odgovaraju¢em
odnosu (1 mL homogenata + 10 puL apsolutnog etanola). Ovako pripremljen homogenat je razblaZzen
dalje destilovanom vodom u odnosu 1:200.

U tabeli br. 3.7.2.1. prikazan je nacin pripreme epruveta uzoraka, kontrole i slepe probe.

Tabela 3.7.2.1. Nacin odredivanja aktivnosti katalaze.

Reagens Uzorak Kontrola Slepa proba
H>0> (0,3g/L) ImL ImL
dH->O ImL
Preinkubacija 5 minuta, 37°C
Homogenat 0,1mL
dH>O 0,1mL 0,1mL
Inkubacija 10 minuta 37°C

Amonijum molibdat (34,4mmol/L) 0,5mL 0,5mL 0,5mL

Jedinica katalazne aktivnosti (U) definisana je kao koli¢ina enzima koja kataliSe reakciju
razgradnje jednog nmol H2O> u minuti. Aktivnost katalaze je izracunata prema sledecoj formuli:

Akiivniost atalazs (Ufg) = o ePHAUZAsp) 18 o oxig

Ext 0,1

Pri ¢emu je:

Ak - apsorbanca kontrole

Augz - apsorbanca uzorka

Asp - apsorbanca slepe probe

€ - molarni apsorpcioni koeficijent — 22.2L/(pmol/cm)
t - vreme, 10 min

1,6 - ukupna zapremina reakcione smese

0,1 - zapremina homogenata

R - razblazenje homogenata — 200

10 - prevodenje na g tkiva

O O O O O O O 0 O

3.7.3. Odredivanje koncentracije nitrita Gris-ovom reakcijom
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Koncentracija nitrita, kao merilo produkcije NO i efektorske funkcije makrofaga, odreduje se
Grisovom reakcijom (188). Nerazblazeni uzorci homogenata tumora/zdravog tkiva (zapremine po 50
ul) se nalivaju u bunare ploce sa 96 bunarica. Potom se u svaki bunar plo¢e doda po 50 pl Grisovog
reagensa (0,1% rastvor N-1-naftilendiamin dihidrohlorida i 1% rastvor sulfanilamida u 5% H3POs).
Uzorci se inkubiraju 10 min na sobnoj temperaturi, a apsorbancija razvijene boje se meri na 540 nm
na automatskom C¢itaCu za mikrotitarske plo¢e (Sunrise, TECAN, Dorset, Velika Britanija).
IzraCunavanje koncentracije nitrita se vrsi u odnosu na standardnu krivu. Ona se konstruiSe na osnovu
apsorbancija poznatih koncentracija NaNO.. U ovoj analizi, standardna kriva je obuhvatila opseg od
0-500 pg/mL.

3.7.4. Odredivanje koncentracije proteina po Lowry-ju

Odredivanje koncentracije proteina po Lowry-ju se bazira na biuretskoj reakciji sa dodatnim
koracima i reagensima koji povecavaju senzitivnost za detekciju i omogucavaju odredivanje niskih
koncentracija proteina (5-100 pg) (189). U biuretskoj reakciji, joni bakra reaguju sa atomima azota
peptidne veze u baznoj sredini (optimalno pH za izvodenje metode iznosi 10 - 10,5) pri ¢emu nastaje
kompleksno jedinjenje koje sadrzi Cu?* da bi u daljoj reakciji doslo do redukcije Cu?* u Cu'*. Stepen
redukcije jona bakra je proporcionalan koncentraciji proteina obzirom da je poznato da cistein, cistin,
triptofan, tirozin i peptidna veza mogu da redukuju Cu?* u Cu'*. Detekciju Cu'* omogucava Folin-
Ciocalteu reagens (fosfomolibdenska/fosfovolfram kiselina) koji sa Cu!" u baznoj sredini formira
komplekszeleno-plave boje €iji se intenzitet apsorbance meri na 650nm i 750nm.

IzraCunavanje koncentracije proteina se vrsi u odnosu na standardnu krivu. Ona se konstruise
na osnovu apsorbancija poznatih koncentracija proteina (albumin seruma goveceta, engl. Bovine
serum albumine, BSA). U ovoj analizi, standardna kriva je obuhvatila opseg koncentracija BSA 0-
1000 pg/mL.

Reagensi

A. 2% NaxCO3 u 0.1 N NaOH

B. 1% NaK Tartarat u H2O

C. 0.5% CuSOsx5 H,0 u H.O

D. Reagens I: 48 ml reagensa A, 1 ml reagensa B i 1 ml reagensa C
E. Reagens II- 1 deo folin-fenol [2 NJ: 1 deo H,O

BSA Standard - 1 mg/ ml

Po 200 pl svakog uzorka i BSA standarda (0-1000 pg/mL) i negativnih kontrola je pipetirano
u duplikatu u zasebne epruvete. Po dodavanju 4,5ml reagensa [ u sve epruvete, i inkubacije u trajanju
od 10 minuta (37 °C), u sve epruvete je dodato po 0,5mL reagensa II i sve epruvete su inkubirane 30
minuta (37 °C). Apsorbance su o€itavane na 650nm, a koncentracija proteina izracunata kori§¢enjem
standardne krive.

3.8. Odredivanje koncentracije masnih kiselina

Za odredivanje koncentracije masnih kiselina koriS¢ena je uproSéena metoda Berstada i
saradnika (190) za direktnu transesterifikaciju ukupnih lipida u tumorskoj i zdravoj mukozi. Oko
30mg tkiva je direktno metilovano sa 2ml 3N MeOHHCI, na 85°C tokom sat vremena. Metil estri
masnih kiselina su ekstrahovani sa heksanom i neutralisani sa KOH u vodi. Odvajanje metil estara je
izvrSeno gasnim hromatografom (Shimadzu, Kyoto, Japan), koji je opremljen sa injektorom i
plamenim detektorom jonizacije. Dalje odvajanje metil estara je uradeno na kapilarnom stubu RTX
2330 (60 m X 0,25 mm sa 0,20 pm film) (RESTEK, Bellefonte, PA, SAD) koriste¢i helijum kao gas
nosac. Injektor i detektor temperature su bili namesteni na 220°C i 260°C redom. Temperatura stuba
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je inicijalno bila namestena na 100°C 5 minuta, potom je povecavana na 175°C, brzinom od
100°C/min, a zatim brzinom od 30°C/min do 220°C, i na toj temperaturi se drzala 35min. Analiza za
svaki uzorak je uradena u duplikatu. Svaka masna kiselina je identifikovana prema retencionom
vremenu PUFA-2 standardne meSavine (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD). Sadrzaj pojedina¢nih
masnih kiselina je izrazen kao procenat ukupnog masnokiselinskog sastava.

3.9. Odredivanje duzine telomera u tkivnim uzorcima

Uzorci zdravog i tumorskog tkiva su homogenizovani u TRIzol rastvoru (Life Technologies,
Karlsbad, SAD), nakon ¢ega je izolovana DNK. Dodavanjem apsolutnog etanola i centrifugiranjem
izdvojeni su peleti DNK. Postupak ispiranja DNK peleta uraden je koriS¢enjem rastvora natrijum
citrata u 10% etanolu, potom koris¢enjem 75% etanola i naizmeni¢nim centrifugiranjem na 4 stepena
Celzijusove skale. Izolovana DNK je resuspendovana u 8mM rastvoru natrijum hidroskida uz
korekciju pH rastvora.

Relativna duZzina telomera u 111 uzoraka tkiva kolorektalnog karcinoma i zdrave mukoze je
odredena pomocu relativnog odnosa broja telomernih ponovaka naspram endogene kontrole tj. gena
prisutnog u jednostrukoj dozi (engl. relative telomere-to-single copy gene (T/S) ratio) putem qPCRa,
na osnovu ranije opisane metode uz manje modifikacije (191). Kao endogena kontrola je koris¢en
gen za B-globin (HBG). Zbog razlike u temperaturnim profilima, qPCR reakcija je izvodena posebno
za telomere 1 posebno za HBG. Sekvence prajmera i 3-globina su:

S'CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT3'(Tell),

5'GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT3'(Tel2),

S'TCTGACACAACTGTGTTCACTAGC3'(HBG1),

5'CACCAACTTCATCCACGTTCACC3'(HBG 2).

Real-time PCR je uraden na aparatu Line-Gene K Fluorescence Quantitative PCR Detection
System (Hangzhou Bioer Technology Co., Ltd., Sangaj, Kina). Za dva odvojena merenja qPCR,
koriséeno je 25ul reakcione smese, koja se sastojala od 12,5ul SYBRGreen/ROX, Master Mix 2X
(Thermo Fisher Scientific Inc., MA, SAD), prajmera za telomere ili prajmera HBG; I 10 ng DNK. U
svakoj qPCR reakciji koriS¢ena je referentna tumorska DNK (293T) u serijskom razblazenju od 2,5
do 40 ng/pl, kako bi se dobila standardna kriva i pratila efikasnost reakcije. Temperaturni profil za
qPCR za odredivanje telomera je bio sledeci: 95°C 5 min, potom 30 ciklusa na 95°C tokom 15s i
56°C tokom 1min. Za B-globin (HBG) profil ciklusa je bio 95°C tokom 5 min, koji je potom pracen
sa 35 ciklusa na 95°C tokom 15s 54°C tokom 1 min. Svi uzorci su radeni u duplikatu.

Nagib standardne krive za obe qPCR reakcije je iznosio izmedu -3,2 1 -3,7, dok je koeficijent
linearne korelacije (R?) za svaku standardnu krivu bio > 0,98. Ct vrednosti (srednja vrednost) dobijene
za telomere 1 HBG koris¢ene su za raunanje T/S odnosa (broj telomernih ponovaka/broj gena
prisutnog u jednoj kopiji). Relativni T/S odnos dobijen je upotrebom T/S = 2-24¢ formule, gde je
AACt = (Cticlomere — Ctupg) uzorka - (Cticlomere — Ctupg) referentne DNK (razblaZenje od 10 ng na
standardnoj krivi). Ovim postupkom je dobijena relativna duzina telomera (RDT) za svaki uzorak.

3.10. Odredivanje duZzine telomera u uzorcima krvi
Genomska DNK iz krvi je izolovana koriS¢enjem medote isoljavanja (192), dok je za

odredivanje relativne duzine telomerakori$¢ena ista metoda, kao i za odredivanje relativne duzine
telomera u tkivnim uzorcima.
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3.11. Infracrvena spektroskopija

Nakon opisanog uzimanja uzoraka, tkivo je prvo sefeno u sitne delove i potom
homogenizovano ultrazvu¢nim homogenizerom (Bandelin Sonoplus, Bandelin Electronic, Berlin,
Nemacka) tokom 60 sekundi na najvecoj ja€ini i potom razmazivano na predmetno staklo. Tkivo je
onda suSeno u suvom sterilizatoru (Instrumentaria, Sesvete, Hrvatska) na 60 stepeni tokom 120
minuta. Dehidrirano tkivo je potom sastrugano skalpelom i preneseno u tube zapremine 1,5ml. Prah
kalijum bromida se suSio na 160°C tokom 5 sati. Procesuirano tkivo i isuSen kalijum bromid
suizmesani u odnosu d=1:350, koriste¢i 2mg tkiva i 0,7g KBr, kao i tri puta veé¢i odnos, 3d, kada se
koristilo 6mg tkiva. Koriste¢i uvek 0,12g meSavine i pritisak od 2 tone po cm?, prasak se
komprimovao u tablete precnika 11mm. Opciono, nakon 24 sata tablete su mlevene i ponovo
komprimovane u nove tablete istog precnika. Infracrveno transmisijsko merenje je izvodeno na
sobnoj temperaturi na NicoletNexus 470 Fourier-transformacijskom infracrvenom spektrometru
(ThermoFisherScientific, Waltham, MA, SAD). Kalijjum bromid delilac snopa i DTGS detektor su
bili koris¢eni da se pokriju talasne duzine izmedu 450 i 4000 cm™!. Transmisioni spektar je zabeleZen
sa rezolucijom od 2cm™! i sa 128 interferometar skenerom dodatim za svaki spektar.

3.12. Statisticka analiza podataka

Za analizu rezultata ove studije koriS¢ene su deskriptivne i analiticke statistiCke metode.

Apsolutni i relativni brojevi (n, %), mere centralne tendencije (aritmeticka sredina, medijana)
1 mere disperzije (standardna devijacija) su koriS¢eni od deskriptivnih statistickih metoda. Kao
analiticke statistiCke metode koriS¢eni su testovi razlike, od kojih t test i ANOVA kao parametarski i
Hi-kvadrat test, Mann-Whitney U test i Wilcoxon test kao neparametarski testovi. Izbor testa koji je
koris¢en za ispitivanje razlike odabiran je na osnovu dobijenih informacija o tipu podataka i
raspodele. Parametarski testovi koriS¢eni su za varijable ¢ija je raspodela podataka pokazivala
normalnu distribuciju, dok su neparametarski koriS¢eni za varijable ¢ija je raspodela podataka
pokazivala neparametarsku distribuciju. Normalnost raspodele ispitivana je na osnovu deskriptivnih
parametara, testova normalnosti raspodele, kao §to je Kolmogorov-Smirnov test i1 grafickim
metodama: histogram, boxplot, QQ plot. Rezultati su prikazani tabelarno i graficki. Svi podaci
obradeni su u SPSS 21.0.0.0 (IBM Corp. Released 2012. IBM SPSS Statistics for MacOS, Version
21.0.0.0 Armonk, NY: IBM Corp.) softverskom paketu.
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4. REZULTATI

Nakon istrazivanja sprovedenih na ukupno 111 uzoraka zdravog i tumorskog tkiva dobijeni su
rezultati koji su sistemati¢no predstavljeni u slede¢im poglavljima.

4.1. Koncentracija mikro- i makroelemenata u tumorskom tkivu kolona/rektuma i zdravoj mukozi

Od 59 uzoraka, 29 (49,2%) su bili muskarci, dok je 30 uzoraka (50,8%) pripadalo Zenskim
pacijentima. Srednja vrednost godina bila je 67+10 godina. Ispitanici su podeljeni u dve starosne
grupe: sredovecni (< 65 godina) i stariji (> 65 godina). U odnosu na godine i pol, pacijenti su svrstani
u Cetiri grupe stariji muskarci, sredove¢ni muskarci, starije Zene i sredovecne Zene. Histoloski tip kod
svih pacijenata je bio adenokarcinom. Kod vecine pacijenata se radilo o treCem stadijumu
kolorektalnog karcinoma. Karakteristike pacijenata kod kojih je ispitivana koncentracija mikro- i
markoelemenata su prikazane u tabeli 4.1.1. Koncentracije izmerenih elemenata u tumorskom i
zdravom tkivu prikazane su u tabeli 4.1.2. Cink je bio u znac¢ajno nizoj koncentraciji u tumorskom
tkivu, dok su bakar, magnezijum, selen i kalcijum pokazali znacajno viSe koncentracije u tumorskom
tkivu u odnosu na zdravu mukozu. Kalijum je bio u znacajno visoj koncentraciji u tumorskom tkivu,
dok su natrijum i kadmijum bili u znacajno nizoj koncentraciji u tumorskom ktivu, u odnosu na zdravu
mukozu. Hrom i Ziva su pokazali znac¢ajno nize koncentracije u kolorektalnom tumorskom tkivu, dok
nije bilo razlike u koncentracijama mangana, gvozda, aluminijuma, uranijuma, olova, arsena, kobalta,
nikla i kalaja izmedu tumorskog i zdravog tkiva.

Tabela 4.1.1. Karakteristike pacijenata kod kojih je ispitivana koncentracija mikro- i
markoelemenata.

Pol muski 29 (49,2 %)
0
zenski 30 (50,8 %)
Starost: X=SD godina 67+10
sredovecni, n (%) (godine) 29 (49,2%) (59£7)
stariji, n (%) (godine) 30 (50,8%) (74+6)
kolon 37 (62,7 %)
o kolorektalni spoj 5 (8,5 %)
Tumorska lokalizacija, n (%)
rektum 16 (27,1 %)
Sinhroni tumor 1 (1,7 %)
Histoloski tip adenokarcinom 59 (100 %)
I 15(25,4%)
- I 15(25,4 %)
Stadijum tumora, n (%)
1T 25 (42,4 %)
IV 46,8 %)
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Tabela 4.1.2. Koncentracije izmerenih mikro- i makroelemenata u tumorskom tkivu i zdravoj mukozi.

Koncentracija u tumorskom Koncentracija u zdravoj
Element tkiva mukozi p vrednost
X SD X SD

Na[mgkg] |  1600,11 340,85 1879,77 331,65 <0,0001*
Melmekel | 1448112 50,14 107,6 30,29 <0,0001%2
K[mg/ke] 2391,64 611,6 1780,2 333,93 <0,0001%
Culng/ke] 1469,83 581,8 1257,15 370,08 0,01 1%
Zn[me/kel 16,96 3,43 19,22 48 <0,0001%
Selug/ke] 165,63 63,9 108,4 39,13 <0,0001%
Ca[mg/ke] 135,23 95,3 87,12 18,87 <0,001%
Mn[pg/kg] 156,3 119,28 152,11 98,29 0,821
Fe[mg/kg] 2333 18,97 22,46 12,76 0,546
Cdlng/kel 38,57 38,57 73,09 53,45 <0,0001%"
Allng/ke] 154,95 328,47 276,01 471,78 0,117°
Pb[pg/kg] 10,27 14,32 12,5 13,03 0,345
Ulng/ke] 0,57 0,24 0,72 0,77 0,118*
As[pg/kg] 1,36 1,43 1,59 1,74 0,315°
He[pg/kg] 0.78 0.7 2,73 435 <0,0001**
Cring/ke] 7,89 19,74 23,75 43,08 0,013%
Colug/kg] 5,1 19,67 43 373 0,758
Ni[pg/ke] 675,42 4870,47 113,71 430,1 0,382
Snimeg/ke] 0.26 0,35 0,44 1,07 0.231°

* Oznacava statisticki znacajnu razliku
 t-test za vezane parove

®Wilcoxon Signed Ranks Test
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Razlike u koncentracijama ispitivanih elemenata u tumorskom i zdravom tkivu kod
muskaraca i Zena su prikazane u tabelama 4.1.3. 1 4.1.4. Statisticka analiza nije pokazala znacajnu
razliku koncentracija izmerenih elemenata izmedu tumorskog tkiva i zdrave mukoze unutar polova,
osim za kalcijum, koji je bio znacajno veéi u tumorkom tkivu muskaraca u odnosu na zdravu mukozu.
Razlike u koncentracijama ispitivanih elemenata izmedu tumorskog tkiva i zdrave mukoze kod grupe
sredovecnih i starijih pacijenata su prikazane u tabelama 4.1.5. 1 4.1.6. Takode, nije bilo statisticki
znacajne razlike u koncentracijama elemenata izmedu malignih tkiva i zdrave mukoze unutar starijih
1 sredovecnih pacijenata. Odnos Cu/Zn je bio znacajno veci u tumorskom tkivu nego u zdravoj
mukozi (p<0,001) $to je prikazano u tabeli 4.1.7. Ovaj trend statisticki znacajne razlike odnosa Cu/Zn
se pokazao 1 kod muskih pacijenata, kako kod sredovecnih, tako i kod starijih pacijenata. Sa druge
strane, medu zenskom populacijom pacijenata, kao i kada se poredi ovaj odnos izmedu polova i
starosnih grupa, nije bilo statisticki znac¢ajne razlike u odnosu Cu/Zn (Tabela 4.1.7). Bitno je istaéi,
da je odnos Cu/Zn bio statisticki znacajno vec¢i kod pacijenata treceg i Cetvrtog stadijuma u odnosu
na pacijente sa nizim stadijumima (stadijumi I i IT) (Grafikon 4.1.1.). Kada se uzmu svi pacijenti u
obzir, odnos Cu/Zn je bio razli¢it izmedu svih stadijuma, ali nije postojala statisticki znacajna razlika
(p>0,05; Grafikon 4.1.2.). Interesantan je rezultat koji je pokazao da se kod pacijentkinja pokazala
znacajna razlika u Cu/Zn odnosu kada se on poredio izmedu stadijuma kolorektalnog karcinoma, sa
najve¢om vredno$¢u u stadijumu IV (p= 0,02, One-Way ANOVA, post-hoc analizom je pokazana
statisticki znacajna razlika izmedu stadijuma I 1 stadijuma I'V; Grafikon 4.1.3.). Nije bilo statistic¢ki
znacajne razlike u koncentraciji ni jednog izmerenog elementa u tumorskom tkivu izmedu bilo koje
od cetiri formirane grupe na osnovu godina i pola (rezultati nisu prikazani). Korelacije koncentracija
elemenata u tumorskom tkivu i koncentracije elemenata u zdravom tkivu, kao i izmedu tumorskog i
zdravog tkiva su prikazane u tabelama 4.1.8. i 4.1.9. Ni jedan element nije korelirao sa godinama
pacijenata.
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Tabela 4.1.3. Koncentracije ispitivanih elemenata u tumorskom tkivu i zdravoj mukozi kod muskih
pacijenata.

Koncentracija u tumorskom Koncentracija u zdravoj
. . p vrednost
Element tkivu mukozi
X SD X SD
Na[mg/kg] 1580,41 318,86 1872,16 257,30 <0,0001%*2
Mg[mg/kg] 150,76 61,00 111,85 34,24 <0,0001%*
K[mg/kg] 2419,35 627,85 1848,52 333,93 <0,0001%2
Culug/ke] 1569,92 642,88 1278,96 344,56 0,033%
ka
Zn[mg/kg] 16,68 3,71 20,53 4,98 0,001
Selng/ke] 175,23 68,57 120,98 43,90 0,001%2
Ca[mg/kg] 162,48 123,61 87,84 14,55 0,001%
Mn[pg/kg] 157,62 115,82 141,72 86,62 0,358
Cd[ng/ke] 35.40 39,67 77,50 60,42 <0,0001%*2
Allpg/ke] 193,06 388,59 209,28 379,86 0,614
Pb[ug/kg] 12,73 16,13 12,58 11,75 0,648°
Ulng/kel 0,55 0,17 0,73 0,92 0,465°
As[uglke] 1,15 1,00 1,80 2,34 0,070°
0,89 xa
Hg[ug/kg] 0,90 2,91 3,38 0,001
ka
Cr{ug/ke] 7,23 16,02 2487 45,36 0,015
Co[pgrkg] 2.45 1,49 3,96 2,94 0,003%*2
Ni[ug/kg] 43.26 98,32 184,69 604,43 0,144
Sn[mg/kg] 0,20 0,00 0,51 1,41 0,109

* Oznacava statisticki znacajnu razliku
2 Wilcoxon Signed Ranks Test
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Tabela 4.1.4. Koncentracije ispitivanih elemenata u tumorskom tkivu i zdravoj mukozi kod Zenskih
pacijenata.

Koncentracijzf u tumorskom Koncentracija u zdravoj p vrednost
Element tkivu mukozi
X SD X SD

Na[mg/kg] 1619.15 365.28 1887.14 394,91 <0,0001%*2
Mg[mg/kg] 139,07 36.97 103,49 25,84 <0,0001%*
Kimg/ke] 2364,85 604,97 1714,14 302,97 <0,0001*
Culugke] 1373,09 508,18 1236,07 397,95 0,178
Zn[mg/kg] 17,23 3,18 17,95 4,32 0,622°
Se[ug/kg] 156.36 58.70 96,23 29,83 <0,0001*2
Ca[mg/kg] 108,91 44,21 86,41 22,50 0,022%*2
Mn[ug/kg] 155,03 124,50 162,16 108,91 0,600°
Fe[mg/kg] 2245 21,75 21,99 15,02 0,943
Cd[ng/kg] 41,62 37,89 68,82 46,38 0,001%2
Allnglke] 118,11 259,11 340,50 545,05 0,072¢
Pb[ug/kg] 7.90 12,13 12,43 14,35 0,085"
Ulng/ke] 0.59 0,29 0,73 0,66 0,138
As[ug/kg] 1,54 1,74 1,33 0,83 0,563*
Helngke] 0,65 0,42 2,56 5,17 0,009
Crlpg/kg] 7,49 22,53 22,70 41,58 0,005**
Co[ug/kg] 7.65 27,53 4,64 4,38 0,758*
Nilng/ke] 1286,51 6829,99 45,10 85,65 0,686
Sn[mg/kg] 033 0,49 0,38 0,59 0,753¢

* Oznacava statisticki znacajnu razliku
2 Wilcoxon Signed Ranks Test
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Tabela 4.1.5. Koncentracije elemenata u tumorskom tkivu i zdravoj mukozi kod ispitanih sredove¢nih
pacijenata.

Koncentracija u tumorskom Koncentracija u zdravoj p vrednost
Element tkivu mukozi
X SD X SD
Na[mg/kg] 1606,15 332,15 1859,33 348,83 0,001%*2
Mg[mg/kg] 138,25 38,99 103,11 21,59 <0,0001*2
K[mg/kg] 2363,06 624,77 1754,03 327,23 <0,0001*2
Cu[pg/kg] 1440,73 660,06 1218,20 331,71 0,004*2
Zn[mg/kg] 16,86 3,69 19,47 4,03 0,005%2
Se[ng/kg] 164,13 53,58 104,13 30,28 <0,0001*2
Ca[mg/kg] 137,19 113,77 84,96 18,28 0,007%2
Mn[pg/kg] 125,17 41,98 157,30 101,85 0,1232
Fe[mg/kg] 21,30 7,86 20,65 8,27 0,737°
Cd[pg/kg] 40,38 40,49 71,07 49,72 <0,0001*2
Al[pg/kg] 216,69 408,58 247,36 499,61 0,958
Pb[pg/kg] 10,14 13,89 10,54 9,79 0,7332
Ulng/kg] 0,55 0,23 0,71 0,91 0,465°
As[ug/kg] 1,33 1,30 1,66 1,80 0,1322
Hg[ng/kg] 0,83 0,76 3,26 4,42 0,001%*2
Cr[pg/kg] 3,86 6,87 26,09 51,50 0,001%*2
Co[ng/kg] 7,62 28,03 4,69 4,58 0,033%2
Ni[ng/kg] 1348,26 6943,71 157,07 592,27 0,7532
Sn[mg/kg] 0,32 0,49 0,50 1,41 0,8932

* Oznacava statisticki znacajnu razliku
2 Wilcoxon Signed Ranks Test
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Tabela 4.1.6. Koncentracije elemenata u tumorskom tkivu i zdravoj mukozi kod ispitivanih starijih
pacijenata.

Koncentracija u tumorskom Koncentracija u zdravoj p vrednost
Element tkivu mukozi
X SD X SD

Na[mg/kg] 1594,26 354,62 1899,53 318,86 0,001%*2
Mg[mg/kg] 151,15 58,95 111,94 36,67 <0,0001*2
K[mg/kg] 2419,26 607,95 1805,47 343,91 <0,0001*2
Cu[pg/kg] 1497,97 504,63 1294,80 405,83 0,1022
Zn[mg/kg] 17,04 3,21 18,97 5,48 0,141°
Se[ng/kg] 167,08 73,41 112,51 46,26 0,001%*2
Ca[mg/kg] 133,34 75,22 89,19 19,48 0,002%2
Mn[pg/kg] 186,38 157,63 147,09 96,18 0,221%
Fe[mg/kg] 25,27 25,53 24,20 15,91 0,221
Cd[pg/kg] 36,80 37,21 75,03 57,60 <0,0001*2
Al[ng/kg] 95,26 217,04 303,69 450,03 0,013%2
Pb[ug/kg] 10,39 14,96 14,38 15,46 0,1532
Ulng/kg] 0,58 0,24 0,72 0,63 0,080°
As[ng/kg] 1,37 1,57 1,51 1,70 0,390°
Hg[ng/kg] 0,71 0,63 2,22 4,28 0,004*2
Cr[pg/kg] 11,78 26,48 21,39 33,36 0,041%*2
Co[ng/kg] 2,65 1,63 3,92 2,68 0,008%*2
Ni[pg/kg] 25,00 0,00 71,78 166,11 0,109
Sn[mg/kg] 0,20 0,00 0,38 0,59 0,068*

* Oznacava statisticki znacajnu razliku
2 Wilcoxon Signed Ranks Test
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Tabela 4.1.7. Razlike u odnosu Cu/Zn izmedu tumorskog tkiva i zdrave mukoze.

Cu/Zn odnos [ppb] u | Cu/Zn odnos [ppb] u
tumorskom tkivu zdravoj mukozi p vrednost
(X£SD) (X£SD)
svi pacijenti 0,087+0,027 0,069+0,026 <0,001*2
muskarci 0,093+0,027 0,65+0,038 <0,001*2
Zene 0,081+0,029 0,073+0,031 0,1582
sredovecni pacijenti 0,086+0,031 0,064+0,020 0,003*P
stariji pacijenti 0,089+0,026 0,073+0,031 0,0172

®Wilcoxon Signed Rank Test
*oznacava statisti¢ki znacajnu razliku
-test za vezane parove

Grafikon 4.1.1. Razlika u odnosu Cu/Zn izmedu nizih (stadijum I 1 I) i visih (stadijuma III i IV)
stadijuma kolorektalnog karcinoma.
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*oznacCava statisticki znacajnu razliku, p<0,01.
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Grafikon 4.1.2. Razlika u odnosu Cu/Zn izmedu stadijuma kolorektalnog karcinoma.
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*p= 0,065 (One-Way ANOVA), post-hoc analizom nije pokazana statisticki znacajna razlika izmedu
grupa.

Grafikon 4.1.3. Cu/Zn odnos kroz stadijume I-IV kod pacijentkinja.

0.15 s
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0.05 -
0.00 -
Zn/Cu I I 1] 1%

*p= 0,02 (One-Way ANOVA), post-hoc analizom je pokazana statisticki znacajna razlika izmedu
stadijuma I I stadijuma IV



Tabela 4.1.8. Znacajne korelacije* elemenata unutar tumorskog tkiva I zdrave mukoze kod svih

ispitivanih pacijenata.

Unutar tumorskog tkiva Unutar zdrave mukoze
Element Koeficijent korelacije element Koeficijent korelacije
Ca-Cr 0,444
Ca-Cu 0,406
Ca-Fe 0,388
Ca-Mg 0,332
Ca-Mn 0,2572
Co-Cr 0,437
Co-Fe 0,279
Cr-Fe 0,410
Cr-Na -0,2912
Cu-K 0,468 Cu-K —0,285%
Cu-Mg 0,672 Cu-Mg 0,478
Cu-Mn 0,449
Cu-Na —-0,279*
Cu-Se 0,285% Cu-Se 0,495
Cu-Zn 0,377%
K-Mg 0,745 K-Mg 0,600
K-Na —0,743
K-Se 0,581 K-Se 0,433
K-Zn 0,432 K-Zn 0,800
Mg-Mn 0,275%
Mg-Se 0,351 Mg-Se 0,427
Mg-Zn 0,390 Mg-Zn 0,360
Na-Se —0,437
Mn-Zn —0,316
Se-Zn 0,2922 Se-Zn 0,353
As-Cu —-0,300?
As-Fe 0,273%
As-Mn -0,419
As-K —0,300
Cd-K —0,290*
Cd-Mg —0,307
Cd-Na 0,275%
Cd-Se —0,337
Hg-Se 0,293
As-Cd 0,329*
As-Hg 0,400?

* znacajnost korelacije na nivou p<0,01, ukoliko nije naglaseno drugacije; Spearman korelacija.
2 znacajnost korelacije na niovu p<0,05; Spearman korelacija.
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Tabela 4.1.9. Korelacije* elemenata izmedu tumorskog tkiva i zdrave mukoze.

Koncentracije elemenata u zdravom tkivu
Al As Ca Cd Cr Cu | Fe Hg K|Mg [Mn |[Na |Pb|Se|Zn
Al
As 0,26
Ca —-0,28 —-0,27
£ [cd 0,46" 0,29
% 2 2
é Cr 0,28
S
g [ Cu | 0,28 0,27
2 | Fe [-0.29 [ -031 0,31
8
S | Hg 0,59*
Q
5
< | K
2 [Mn
5
S | Na -0,3* 0,33
3
|
J | Pb —-0,26
Se 0,28 0,32
Zn 0,30 0,31

* Korelacije su znacajne na nivou p<0,05, ukoliko nije drugacije naznac¢eno; Spearmanova
korelacija,
2Korelacije su znacajne na nivou p<0,01; Spearmanova korelacija.

4.2. Parametri oksidativnog stresa u krvi, tumorskom tkivu kolona/rektuma i zdravoj mukozi

Parametri oksidativnog stresa su ispitivani kod 41 pacijenta, od kojih je 20 (49%) muskaraca
121 (51%) zena. Prose¢na starost pacijenata je bila 65,2 (£10,45) godine, najmladi je imao 40 godina,
a najstariji 83. Ispitanici su podeljeni u dve starosne grupe: sredovecni (< 65 godina) 1 stariji (> 65
godina); sredovecnih je bilo 21 (51%), prosecne starosti 57,24 £ 7,42; a starijih 20 (49%), prose¢ne
starosti 73,55 £ 5,35 godine. U odnosu na godine i pol, pacijenti su svrstani u Cetiri grupe: stariji
muskarci 9 (22%), prosecne starosti 73,22 + 5,00 godine; sredove¢ni muskarci 11 (27%), prose¢ne
starosti 58,00 £ 7,00 godine; starije zene 11 (27%), prosecne starosti 73,82 + 5,86 godine; i
sredovecne Zene 10 (24%), prosecne starosti 56,40 = 8,12 godine. Histoloski tip kolorektalnog
karcinoma kod svih pacijenata je bio adenokarcinom, a vecina su bili gradusa II (76%). Petnaest
(37%) pacijenata je imalo karcinom desnog kolona, 14 (34%) levog kolona, 11 (27%)
rektuma/analnog kanala i jedan (2%) pacijent je imao sinhrone tumore kolona. Uzimaju¢i u obzir
modifikovanu Astler-Coller skalu, bilo je 5 (12%) pacijenata sa stadijumom A, 19 (46%) sa
stadijumom B, 13 (32%) sa stadijumom C i 4 (10%) sa stadijumom D. Prema AJCC skali bilo je 10
(24%) pacijenata sa stadijumom I, 14 (34%) sa stadijumom II, 13 (32%) sa stadijumom IIT i 4 (10%)
pacijenta sa stadijumom IV. Karakteristike pacijenata kod kojih su ispitivani parametri oksidativnog
stresa su prikazani u tabeli 4.2.1.
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Tabela 4.2.1. Karakteristike ispitivanih pacijenata (parametri oksidativnog stresa).

Pol
muskareci 20 pacijenata (49%)
Zene 21 pacijentkinja (51%)
Godine starosti
broj (procenat) X+SD (p vrednost)
Studijska grupa 41 (100%) 65,2 £10,45
Sredoveéni pacijenti 21 (51%) 57,24 +7,42(0,00)A
Stariji pacijenti 20 (49%) 73,55 + 5,35(0,00)B¢
Sredoveéni muskarci 11 (27%) 58 £7 (0,00)A1
Stariji muskarci 9 (22%) 73,22 + 5(0,00)B7
Sredoveéne Zene 10 (24%) 56,4 £8,12 (0,00)A"
Starije Zene 11 (27 %) 73,82 £ 5,86 (0,00)B1
Histoloski gradus
Gradus I 7 (17,1%)
Gradus I1 31 (75,6%)
Gradus I1I 3(7,3%)
T stadijum
T1 4 (9,8%)
T2 8 (19,5%)
T3a 7 (17,1%)
T3b 15 (36,6%)
T3c 6 (14,6%)
T4 1(2,4%)
Lokalizacija tumora
Desni kolon 15 (36,6%)
Levi kolon 14 (34,1%)
Rektum i analni kanal 11 (26,8%)
Sinhroni tumor 1(2,4%)
Modifikovana Astler-Coller skala
A 5 (12,2%)
B 19 (46,3%)
C 13 (31,7%)
D 4 (9,8%)
AJCC stadijumi
| 10(24,4%)
11 14(34,1%)
11 13 (31,7%)
v 4 (9,8%)

¢ T test za nezavisne uzorke;1 One Way ANOVA; Razli¢ita slova u superskriptu oznacavaju statistic¢ki
znacajnu razliku izmedu grupa.

41



Iz seruma venske krvi svih pacijenata sa dijagnozom KRK je izmeren nivo mokraéne kiseline.
Nivo se kretao od 117 pmol/l do 602 pmol/l, dok je prose¢na vrednost bila 336,8+117,7pumol/l.
Prosecna vrednost kod muskaraca je bila 410,1+109,9umol/l, a kod zena 267,0+75,9umol/l. Rezultati
su prikazani u tabeli 4.2.2. Rezultati nisu pokazali statisti¢ki znacajne razlike izmedu pacijenata sa
razli¢itim stadijumom tumora (ukljucujuéi i modifikovanu Astler-Coller i AJCC skalu), takode ni
zasebni T, N i M stadijum nisu uticali na nivo mokraéne kiseline u krvi, kao ni drugi ispitivani
patohistoloski parametri, kao Sto su prisustvo tumor badinga (izolovane pojedinacne ¢elije karcinoma
ili grupe do cetiri Celije, koje se nalaze duz linije invazije tumora), tumorskih depozita (tumorsko
tkivo u perikoliénom/perirektalnom masnom tkivu koje je potpuno odvojeno od glavne tumorske
mase, ne pokazuje rezidualno tkivo limfnog ¢vora, ali se nalazi u slivu limfne drenaZe primarnog
karcinoma), peritumorski limfocitni odgovor, intratumorski limfocitni odgovor, venska invazija,
perineuralna invazija, limfo-vaskularna invazija, nisu pokazali uticaj na nivo mokra¢ne kiseline u
serumu. Nije bilo statisticki znacajne povezanosti izmedu mokraéne kiseline i ispitivanih parametara
oksidativnog i nitrozativnog stresa (MDA, katalaza, NO). Poredenjem duzine telomera u leukocitima
periferne krvi i nivoa mokraéne kiseline u serumu pokazana je pozitivna korelacija (p=0,037,
Pearsonov koeficijent korelacije +0,331), dok nije bilo znacajne povezanosti sa vrednostima duZzine
telomera u tumorskom tkivu i zdravoj mukozi. Rezultati nisu prikazani.

Tabela 4.2.2. Vrednosti mokra¢ne kiseline u serumu venske krvi pacijenata (oksidativni stres).

pol X+SD (p vrednost)
muskarci 410,1£109,9 pmol/1(0,00)A®
Zene 267,0+75,9 umol/1(0,00)B¢
Godine starosti
broj (procenat) X+SD (p vrednost)
Studijska grupa 41 (100%) 336,8+117,7umol/l pmol/1
Sredovecni pacijenti 21 (51%) 341,1£122,3 pmol/l
Stariji pacijenti 20 (49%) 332,24115,8 umol/l
Sredovecni muskarci 11 (27%) 417,1£102,8 pmol/1(0,00) A"
Stariji muskarci 9 (22%) 401,6+123,8 pmol/1(0,00) A"
Sredovecne Zene 10 (24%) 257,6+£81,6 umol/1(0,00) BY
Starije Zene 11 (27 %) 275,5+73,1 pmol/1(0,00) BY

® T test za nezavisne uzorke; ¥ One Way ANOVA; Razli¢ita slova u superskriptu oznacavaju
statisticki znacajnu razliku izmedu grupa.

Prvo su svi uzorci tumorskog tkiva i zdrave mukoze analizirani direktno i merena je
koncentracija malondialdehida (MDA, nmol/g), koncentracija azot monoksida (pg/ml) i aktivnost
katalaze (U/g tkiva). Potom je u svim uzorcima izmerena koncetracija proteina po Lowry-ju (Tabela
4.2.3.) 1 na osnovu tih rezultata je izraCunata relativna koncetracija MDA i NO, kao 1 relativna
aktvnost katalaze. StatistiCkom analizom (t test za vezane parove i Wilcoxon signed rank test) nadena
je statisti¢ki znacajna razlika u koncentraciji MDA (tumorska tkiva su pokazala znacajno vece
koncentracije u odnosu na zdravu mukozu), kako u direktno izmerenim koncentracijama (p=0,016),
tako i u izraCunatim, relativnim koncentracijama (p=0,000). Nije bilo statisticki znaCajne razlike
izmedu tumorskog tkiva i zdrave mukoze, u koncentracijama NO, kao ni u aktivnosti katalaze, niti u
direktno izmerenim vrednostima, ni u relativno izraCunatim koncentracijama. Rezultati su prikazani
u tabelama 4.2.4.14.2.5.
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Tabela 4.2.3. Koncentracija proteina po Lowry-ju.

n=41 Min Max X SD p vrednost
Tumorsko tkivo (ng/ml) 314,01 2064,27 783,87 ¢ 426,37 0,749
Zdrava mukoza (pg/ml) 182,88 1798,88 810,93 ¢ 421,29 0,749

¢ T test za vezane uzorke; n - broj ispitanika.

Tabela 4.2.4. Direktne koncentracije MDA, NO 1 aktivnost katalaze u tumorskom tkivu i1 zdravoj
mukozi.

Direktna koncetracija/aktivnost
Tumorsko tkivo Zdrava mukoza
X+SD X+SD p vrednost
MDA (nmol/g) 25,66 +22,34 1 15,22 +10,24 1 0,016
Katalaza (U/g) 86,12 £42,96 ¢ 76,96 £ 38,33 ¢ 0,289
NO (pg/ml) 3523,65 £2636,06 ¢ 5,04 £3,11° 0,240

¢ T test za vezane uzorke; "Wilcoxon signed rank test.

Tabela 4.2.5. Relativne koncetracije MDA, NO 1 aktivnost katalaze u tumorskom tkivu i zdravoj

mukozi.
Relativna koncetracija/aktivnost
Tumorsko tkivo Zdrava mukoza
XSD XSD vrednost
(p vrednost) (p vrednost) P
MDA (nmol/g) 0,034 £ 0,022 *A 0,020 + 0,010 *B 0,000
Katalaza (U/g) 0,133 £0,08 *A 0,121 £ 0,103 *A 0,498
NO (pg/ml) 5,04 +3,11 94 4,49 £ 2,38 *A 0,326

¢ T test za vezane uzorke; Razli¢ita slova u superskriptu oznacavaju statisticki znacajnu razliku

izmedu grupa.

Pearson-ovim testom pokazana je pozitivna korelacija izmedu godina starosti i aktivnosti
katalaze u tumorskom tkivu izmerenom direktnom metodom (p=0,025, koeficijent korelacije
+0,342), kao 1 pozitivna korelacija izmedu godina starosti i direktne koncetracije NO u zdravom tkivu
(p=0,008, koeficijent korelacije +0,409).

Tumorsko tkivo pacijentkinja je imalo znac¢ajno vecu relativnu koncentraciju NO (p=0,038),
kao 1 znacajno vecu koncentraciju katalaze (p=0,03); dok je tumorsko tkivo muskih pacijenata imalo
vecu koncetraciju MDA izmerenu direktnom analizom (p=0,01). Rezultati nisu prikazani.
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Uporedivanjem grupa sredovecnih pacijenata sa starijima, rezultati su pokazali znacajno vecu
direktnu koncentraciju NO u zdravom tkivu kod starijih pacijenata (p=0,029), dok su sredovecni
pacijenti imali znacajno vecu relativnu koncentraciju MDA u zdravom tkivu u odnosu na stariju grupu
pacijenata (p=0,026). Rezultati nisu prikazani.

Podelom pacijenata na Cetiri grupe u odnosu na pol i godine starosti nadena je znacajna razlika
u relativnoj aktivnosti katalaze u tumorskom tkivu (p=0,046) i to izmedu sredovecnih zena koje su
pokazale vecu aktivnost katalaze u odnosu na sredove¢ne muskarce, dok izmedu ostalih grupa nije
bilo znacajne razlike. Vrednosti relativno izmerene aktivnosti katalaze su iznosile: 0,86 U/g kod
sredovecnih muskaraca, 0,126 U/g kod starijih muskaraca, 0,188 U/g kod sredove¢nih zena, 0,136
U/g kod tarijih Zena. Stariji muSkarci imali znaCajno vecu koncentraciju proteina po Lowry-ju
(p=0,01) u odnosu na sredovecne Zene, dok izmedu drugih grupa nije bilo znacajne razlike. Vrednosti
koncetracija proteina po Lowry-ju iznosile su: 867,43 pg/ml kod sredovecnih muskaraca, 1108,627
pg/ml kod starijih muskaraca, 505,779 pg/ml kod sredovecnih zena, 687,385 pg/ml kod tarijih zena
png/ml. Nadena je 1 znaCajna razlika u koncentraciji MDA merenoj kako direktnom analizom
(p=0,004) tako i u relativnoj koncentraciji (p=0,003), ali u zdravom tkivu. Sto se ti¢e direktne
koncentracije MDA, sredovecne zene su imale ve¢u koncentraciju u odnosu na sve tri ostale grupe
pacijenata. A kada je o relativnoj koncentraciji MDA u zdravom tkivu re¢, takode su sredovecne zene
imale vecu koncentraciju u odnosu na sve ostale grupe pacijenata. Rezultati nisu prikazani.

Porede¢i nivoe hormona stresa kortizola u serumu sa koncentracijama MDA, katalaze i NO u
tkivnim uzorcima, dobijena je statisticki znacajna pozitivna korelacija sa relativnim koncentracijama
NO i u tumorskom (p=0,047, Pearson-ov koeficijent korelacije +0,312) i u zdravom tkivu (p=0,034,
Pearson-ov koeficijent korelacije +0,332) (Grafikoni 4.2.1. i 4.2.2.); dok je znacajna korelacija
nadena i izmedu krotizola i relativne koncentracije MDA u zdravom tkivu (p=0,024, Pearson-ov
koeficijent korelacije +0,349) (Grafikon 4.2.3).
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Grafikon 4.2.1. Korelacija kortizola i relativno izmerene koncentracije NO u tumorskom tkivu.
* p=0,047, Pearson-ov koeficijent korelacije +0,312.
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Grafikon 4.2.2. Korelacija kortizola i relativno izmerene koncentracije NO u zdravoj mukozi.
* p=0,034, Pearson-ov koeficijent korelacije +0,332.
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Grafikon 4.2.3. Korelacija kortizola i relativno izmerene koncentracije MDA u zdravoj mukozi.
*p=0,024, Pearson-ov koeficijent korelacije +0,349.

Prilikom poredenja serumskih nivoa polnih hormona testosterona i estradiola i tkivnih
koncentracija parametara oksidativnog i nitrozativnog stresa, pokazana je statisticki znacajna
korelacija jedino izmedu testosterona i direktno izmerene koncentracije MDA u tumorskom tkivu
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(p=0,002, Spearman-ov koeficijent korelacije +0,469) (Grafikon 4.2.4.) 1 izmedu testosterona i

relativne koncentracije NO u tumorskim tkivima (p=0,008, Spearman-ov koeficijent korelacije -
0,409) (Grafikon 4.2.5).
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Grafikon 4.2.4. Korelacija testosterona i direktno izmerene koncentracije MDA u tumorskom tkivu.
*p=0,002, Spearman-ov koeficijent korelacije +0,469.
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Grafikon 4.2.5. Korelacija testosterona i relativno izmerene koncentracije NO u tumorskom tkivu.
*p=0,008, Spearman-ov koeficijent korelacije -0,409.
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Poredeci laboratorijske parametre inflamacije, nivo leukocita periferne krvi (Le) 1 C reaktivni
protein (CRP), dobijeni su slede¢i rezultati: statisticki znacajne korelacije Le sa relativhim
koncentracijama NO u zdravom tkivu (p=0,005, Spearman-ov koeficijent korelacije +0,430)
(Grafikon 4.2.6.), Le i relativne koncentracije MDA u tumorskom tkivu (p=0,038, Spearman-ov
koeficijent korelacije +0,325) (Grafikon 4.2.7.), CRPa sa direktno izmerenom aktivnosc¢u katalaze u
tumorskom tkivu (p=0,007, Spearman-ov koeficijent korelacije +0,414) (Grafikon 4.2.8.).
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Grafikon 4.2.6. Korelacija leukocita i relativno izmerene koncentracije NO u zdravoj mukozi.
* p=0,005, Spearman-ov koeficijent korelacije +0,430.
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Grafikon 4.2.7. Korelacija leukocita i relativno izmerene koncentracije MDA u tumorskom tkivu.
* p=0,038, Spearman-ov koeficijent korelacije +0,325.
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Grafikon 4.2.8. Korelacija CRP-a i direktno izmerene koncentracije katalaze u tumorskom tkivu.
*p=0,007, Spearman-ov koeficijent korelacije +0,414.
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Rezultati naSeg istrazivanja pokazuju da lokalizacija tumora, njegova konfiguracija, povrsina,
kao 1 histoloski gradus tumora ne uticu na vrednosti MDA, katalaze i NO u tkivhm uzorcima.
Rezultati nisu prikazani.

Jednosmernom ANOVA analizom i post hoc analizom pokazana je znacajna razlika izmedu
intratumorskog limfocitnog odgovora i relativne koncentracije NO u tumoru (p=0,002), i to izmedu
grupe sa izraZzenim i grupe sa umerenim intratumorskim limfocitnim odgovorom, gde je grupa sa
izrazenim odgovorom imala znacajno vece koncentracije NO. Izmedu ostalih ispitivanih parametara
1 intratumorskog limfocitnog odgovora, kao i izmedu peritumorskog limfocitnog odgovora i
ispitivanih parametara oksidativnog i nitrozativnog stresa, nije nadena statisticki znacajna razlika.
Rezultati nisu prikazani.

Poredenjem brojnih patohistoloskih parametara (mucinozna komponenta, prisustvo limfo-
vaskularne invazije, venske invazije, perineuralne invazije, prisustvo tumorskih depozita, tumor
badinga, nacin rasta tumora prema okolini) i parametara oksidativnog i nitrozativnog stresa nije
nadena statisticki znacajna korelacija. Rezultati nisu prikazani.

Ispitivanjem naSeg studijskog uzorka, T, N i M stadijumi tumora nisu pokazali uticaj na neki
od ispitivanih parametara (MDA, katalaza i NO); takode ni gradusi modifikovane Astler-Coller skale
nisu pokazali znacajnu razliku u koncetracijama MDA; katalaze i NO. Nije bilo statisti¢ki znacajne
razlike ni izmedu stadijuma tumora odredenih prema TNM AJCC Kklasifikaciji (rezultati nisu
prikazani).

Poredenjem parametara oksidativnog stresa (MDA, katalaza i NO) sa relativnim duzinama
telomera u perifernim leukocitima pacijenata, tumorskog tkiva i zdrave mukoze, jedina znacajna
korelacija postojala je izmedu telomera zdrave mukoze koncetracije NO merene direktnom metodom
(p=0,006, Pearsonov koeficijent korelacije +0,420). Izmedu ostalih parametara nije uocena statisticki
znacajne povezanost.

4.3. Koncentracija masnih kiselina u tumorskom tkivu kolona/rektuma i zdravoj mukozi.

Koncentracija masnih kiselina je analizirana kod 52 pacijenta. Dvadeset sedam pacijenata
(52%) su bili muskarci i 25 (48%) su bile Zene, sa prose¢nom staros¢u od 65,79 + 9,95 godina. U
odnosu na godine starosti, svi pacijenti su podeljeni u dve grupe: sredovecni pacijenti (<65 godina) i
stariji pacijenti (>65 godina). Uzimajuéi u obzir godine starosti i pol pacijenata, podeljeni su pacijente
u Cetiri grupe: sredovecne muskarce (59,21 £ 6,67), starije muskarce (73,08 £ 6,22), sredovecne zene
(58,43 £ 7,61) i starije zene (74,91 + 5,28). Kod svih ispitanika se radilo o kolorektalnom
adenokarcinomu. Karakteristike ispitivanih pacijenata su prikazane u tabeli 4.3.1.
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Tabela 4.3.1. Karakteristike ispitivanih pacijenata (masne kiseline).

Pol
muskarci 27 pacijenata (52%)
Zene 25 pacijentkinja (48%)

Godine starosti

broj (procenat) X+SD p vrednost
Studijska grupa 52 (100%) 65,79 £ 9,95
Sredoveéni pacijenti 28 (53,8%) 58,82+ 7,03 A¢
Stariji pacijenti 24 (46,2%) 73.92 + 5,76 B0 0000
Sredove&ni muskarci 14 (26,9%) 59,21 + 6,671
Stariji muskarci 13 (25%) 73,08 £ 6,22 81
0,000
Sredoveéne Zene 14 (26,9%) 58,43 +7,61 A1
Starije Zene 11 (21,2%) 74,91 +5,28 81
T stadijum
T1 4 (7,7%)
T2 11 (21,2%)
T3a 7 (13,5%)
T3b 21 (40,4%)
T3¢ 8 (15,4%)
T4 1(1,9%)

Lokalizacija tumora

Desni kolon 18 (34,6%)
Levi kolon 17 (32,7%)
Rektum i analni kanal 17 (32,7%)

® T test za nezavisne uzorke; ¥ One Way ANOVA; Razli¢ita slova u superskriptu oznacavaju
statisitcki znacajnu razliku izmedu grupa.

U sklopu rutinske preoperativne pripreme pacijenata iz krvnih uzoraka je odredivana i

koncentracija holesterola, triglicerida, HDL i LDL holesterola u serumu. Rezultati su prikazani u
tabeli 4.3.2.
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Tabela 4.3.2. Koncentracije holesterola, triglicerida, HDL i LDL holesterola u serumu.

Serumske vrednosti (X+SD)

Serumski
lipidi i
P Sredf) veent Stariji muskarci Sredovecne Zene Starije zene p vrednost
muskarci
holesterol — \ C/ 0011 1502048 3.025041,041824 510005153898  4.9424+1.0677® 0,001
(mmol/l)
trigliceridi 1,5125€0,7682 A 1,1778+0,4043 4 2,2600+1,44568  1,4939+0,6368~ = 0,004
(mmol/l)
HDL
1,04910,2376 1,0178+0,2871 1,0460+0,3178 1,1864+0,3561 >0,05 1
(mmol/l)

LDL (mmol/l)  2,9188+1,02754B  2,3806+0,86114  2,8300+£1,3211 4B 3,0848+0,9595% 0,032

P vrednosti se odnose na poredenja izmedu Cetiri grupe formirane na osnovu pola i godina starosti za svaki mereni
parameter zasebno (¥ Kruskal Wallis H; ¥ One Way ANOVA). Razli¢ita slova u superskriptu oznadavaju statisticki

znacajnu razliku izmedu grupa.

Koncentracije masnih kiselina u tumorskom tkivu i zdravoj mukozi su pokazane u tabeli 4.3.3.
180,18 1 n7,203,204,224,225,226, SFA, PUFA, n6, n3 i AA/EPA su bile prisutne u znacajno
vecoj koncentraciji u tumorskom tkivu (p=0,000) u odnosu na zdravu mukozu. 20 5 se takode nalazila
u znacajno vecoj koncentraciji u tumorskom tkivu sa nivoom znac¢ajnosti od p=0,009. Sa druge strane,
18 1 n9, 18 2, 18 3 n3, MUFA, n6/n3 su bile prisutne u statisticki znacajno vecoj koncentraciji u
zdravom tkivu (p=0,000). Statisti¢ki znacajna razlika nije uocena za 16 01 16 1 masnu kiselinu.

Tabela 4.3.3. Koncentracije masnih kiselina u tumorskom tkivu i zdravoj mukozi.

Uzorak tkiva
Masna kiselina Zdrava mukoza Tumorsko tkivo
(n=52) (n=52) p vrednost
X (%) SD (%) X (%) SD (%)
16 0 21,9992 1,9022 22,2856 1,6396 >0,05 1
16 1 2,8590 1,7488 2,9334 1,5199 >0,05 1
180 8,2536 3,2279 10,9093 2,2786 0,000
18 1 n9 32,4104 6,2650 25,8700 3,9382 0,000
18 1 n7 2,7491 2,7203 3,0897 1,8469 0,011%
18 2 21,9036 3,3823 19,1348 2,9437 0,000
18 3 n6 0,1000 0,2117 0,1160 0,2044 >0,058
18 3 n3 0,2498 0,1304 0,1340 0,1004 0,000
203 0,8825 0,3452 1,7051 0,9955 0,000%
204 6,3274 3,1998 10,3003 2,7010 0,000
205 0,1980 0,1578 0,2463 0,1362 0,0097
224 0,7162 0,3038 1,2023 0,443 0,000
225 0,3422 0,1340 0,5697 0,6810 0,000%
226 0,7988 0,4217 1,5073 0,6535 0,000
SFA 30,2528 2,7269 33,1948 2,1142 0,000
MUFA 38,0184 6,7331 31,8932 4,1679 0,000
PUFA 31,5185 5,5299 34,9158 3,3675 0,000
né6 29,9298 5,1622 32,4585 3,1233 0,000
n3 1,5887 0,5938 2,4573 1,1054 0,000%
n6/n3 20,6419 6,5965 15,1415 5,9387 0,000
AA/EPA 43,4658 31,7646 51,4524 22,3807 0,000%

p vrednost se odnosi na poredene izmedu dve grupe za svaku masnu kiselinu zasebno
(¥ Wilcoxon sign rank test; 1T test za vezane uzorke).
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Poreden je i sastav masnih kiselina izmedu muskaraca i Zena u tumorskom i u zdravom tkivu
(rezultati nisu prikazani). Od svih masnih kiselina, samo je oleinska (18 1 n9) bila statisticki u
znacajno vecoj koncentraciji u zdravoj mukozi muskih pacijenata u odnosu na zene (p=0,033), a
mono-nezasi¢ene masne kiseline su bile u statisticki zna¢ajno nizoj koncentraciji u zdravoj mukozi
zena (p=0,021). Kod svih ostalih masnih kiselina koje su bile merene, nije bilo statisti¢ki zna¢jane
razlike u koncentracijama u tumorskom tkivu i zdravoj mukozi.

Kada je bio poreden sastav masnih kiselina u tumorskom tkivu i zdravoj mukozi izmedu
sredovecnih 1 starijih pacijenata, samo su palmitinska (16 0), palmitoleinska (16 1), stearinska (18 0)
1 linolna kiselina (18 2) pokazale znacajnu razliku u uzorcima zdrave mukoze. Sredovecni pacijenti
su imali veée koncetracije palmitinske i palmitoleinske kiseline, dok su stariji pacijenti imali vece
koncetracije stearinske i linolne kiseline. Nije bilo statisticki znacajne razlike kod drugih masnih
kiselina u zdravoj mukozi izmedu sredovecnih 1 starijih pacijenata; ni jedan uzorak tumorskog tkiva
nije pokazao statisticki znacajnu razliku ni za jednu od ispitivanih masnih kiselina (rezultati nisu
prikazani).

Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike ni za jednu masnu kiselinu, izmedu bilo koje dve od Cetiri
formirane grupe na osnovu pola i godina starosti, u tumorskom tkivu; dok je u zdravom tkivu bilo
statisticki znacajne razlike za sledecih pet masnih kiselina: 18 0, 18 2, MUFA, PUFA, n6 (rezultati
nisu prikazani).

Gradus tumora nije znafajno uticao na sastav masnih kiselina, osim za palmitoleinsku
kiselinu, kod koje se pokazala statisticki znacajna razlika (p=0,018) izmedu gradusa 1 i gradusa 3, ali
ne i izmedu gradusa 1 i 2, kao ni izmedu gradusa 2 i 3. (Tabela 4.3.4.).
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Tabela 4.3.4. Razlike u sastavu masnih kiselina izmedu razli¢itih tumorskih gradusa.

Masna Kkiselina

Uzorka tkiva

Tumorsko tkivo

gradus 1 gradus 2 gradus 3 p vrednost
X(SD) % X(SD) % X(SD) %

16 0 21,7694 (0,7803) 22,3587 (1,8007) 22,8593 (1,0444) >0,057
16 1 4,2087 (2,3448)A 2,6790 (1,1724) AB 2,4996 (1,1038)® 0,018
180 11,0383 (1,8615) 11,0319 (2,3640) 8,8870 (1,7471) >0,057
18 1 n9 25,5965 (3,5990) 25,5542 (3,8397) 30,9022 (3,9852) >0,057
18 1 n7 4,1127 (3,5983) 2,9278 (1,2073) 2,1794 (0,5479) >0,057
182 17,1763 (1,7248) 19,4369 (3,0321) 20,9815 (2,3665) >0,057
18 3 n6 0,0776 (0,0377) 0,1289 (0,2314) 0,0598 (0,0427) >0,05%
183 n3 0,1128 (0,0772) 0,1370 (0,1082) 0,1577 (0,0413) >0,05%
203 1,6435 (0,4342) 1,7553 (1,1113) 1,2212 (0,1206) >0,05%
204 10,5915 (1,7859) 10,4585 (2,8297) 7,3170 (1,7025) >0,057
205 0,2807 (0,1385) 0,2458 (0,1378) 0,1495 (0,0826) >0,057
22 4 1,2213 (0,2728) 1,2041 (0,4913) 1,1213 (0,0970) >0,057
225 0,5193 (0,1331) 0,5870 (0,7752) 0,4906 (0,1066) >0,05%
226 1,6514 (0,8236) 1,4949 (0,6303) 1,2405 (0,4755) >0,057
SFA 32,8077 (1,7228) 33,3906 (2,1557) 31,7463 (2,6280) >0,057
MUFA 33,9179 (3,6979) 31,1610 (4,0869) 35,5812 (3,6057) >0,057
PUFA 33,2745 (3,4773) 35,4484 (3,3016) 32,7392 (1,8312) >0,057
né 30,7103 (2,7479) 32,9837 (3,1453) 30,7008 (1,3192) >0,057
n3 2,5641 (0,9982) 2,4647 (1,1650) 2,0383 (0,6264) >0,05%
n6/n3 13,5016 (5,6195) 15,4577 (6,1723) 15,8448 (3,9123) >0,057
AA/EPA 44,2071 (17,6360) 52,7881 (23,6174) 55,3802 (18,8931) >0,057

$Kruskal Wallis H; T One Way ANOVA
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Poredenje masnokiselinskog sastava kod tumorskih uzoraka sa nizom (0-50%) i viSom (50%-
100%) mucinoznom komponentom nije pokazalo statisti¢ki znacajnu razliku ni kod jedne od merenih
masnih kiselina (rezultati nisu prikazani). Takode, sastav masnih kiselina nije pokazao znacajne
razlike izmedu razli¢itih modifikovanih Astler-Coller gradusa (rezultati nius prikazani).

Ispitivan je bio i odnos stearinske i oleinske kiseline, tzv. Saturacioni Indeks (SI). Statisticki
znacajna razlika uocena je u vrednostima SI, gde su tumorska tkiva pokazala statisticki znacajno veci
SI u odnosu na zdrava tkiva (p=0,000), tabela 4.3.5.

Tabela 4.3.5. Vrednosti saturacionog indeksa (SI) u tumorskom i zdravom tkivu.

Vrsta tkiva
SI (X(SD)) Tumorsko tkivo Zdrava mukoza p vrednost
0,4377 (0,12715) 0,2767 (0,15732) 0,000

SI- saturacioni indeks, ¢ T test za vezane uzorke

U odnosu na pol, godine starosti, gradus tumora, mucinoznu komponentu i modifikovani
Astler-Coller gradus, nije uocena znacajna razlika izmedu uzoraka. Vrednost SI u odnosu na
peritumorski limfocitni odgovor, bilo je statisti¢ki znacajno razlicit izmedu grupe u kojoj nije bilo
peritumorskog limfocitnog odgovora i grupe sa izrazenim peritumorskim limfocitnim odgovorom, sa
ve¢om vrednosti SI u potonjoj grupi (p=0,024) (Tabela 4.3.6). Takode je vrednost SI bila znacajno
veca u grupi bez venske invazije u odnosu na grupu uzoraka sa izrazenom venskom invazijom
(p=0,002) (Tabela 4.3.7.)

Tabela 4.3.6. Vrednosti Saturacionog Indeksa (SI) u odnosu na peritumorski limfocitni odgovor.

Peritumorski Limfocitni Odgovor

SI Nema odgovora | Blag do umeren odgovor | IzraZen odgovor | p vrednost
(X(SD))

0,3689 (0,1482)A 0,4467 (0,1111)*B 0,5244 (0,1007)8 0,0241

SI- saturacioni indeks; ! One Way ANOVA, Tukey B post hoc test, Razli¢ita slova u superskriptu
oznacavaju statisticki znac¢ajnu razliku izmedu grupa.

Tabela 4.3.7. Vrednosti Saturacionog Indeksa (SI) u odnosu na prisutnost venske infiltracije tumora.

Venska infiltracija

SI (X(SD)) Nije prisutna Prisutna p vrednost
0,4484 (0,1173) 0,1706 (0,0371) 0,002°

SI- saturacioni indeks, ® T test za nezavisne uzorke
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4.4. Duzina telomera u tumorskom tkivu kolona/rektuma, zdravoj mukozi i perifernim leukocitima.

Duzina telomera ispitivana je kod 111 pacijenata. Bilo je 65 muskaraca (58,6%) 146 (41,4%)
Zena, sa srednjom vrednosti godina starosti od 67,6 godina. Najmladi pacijent je imao 32 godine, a
najstariji 88 godina. Prema godinama starosti, podelili smo sve pacijente na dve grupe: sredovecne
(<65 godina) 1 starije pacijente (>65 godina). Uzimaju¢i pol i godine starosti u obzir, nasi pacijenti
su podeljeni u cetiri grupe: sredoveéni muskarci (59,13 £ 7,16), stariji muskarci (73,71 + 5,42),
sredovecne zene (58,67 + 7,39) i starije zene (73,71 £ 6,38). Sto se tice histoloskog tipa tumora, kod
svih pacijenata se radilo o kolorektalnom adenokarcinomu. Karakteristike studijske populacije su
prikazane u tabeli 4.4.1.

Tabela 4.4.1. Karakteristike pacijenata sa izmerenim telomerama.

Pol
Muskareci 65 patients (58,6%)
Zene 46 patients (41,4 %)
Godine
Broj pacijenata X+SD p vrednost
(procenat)
Studijska grupa 111 (100%) 67,60 = 9,69
Sredovecni pacijenti 46 (41,4 %) 58,98 +7,16° 0,000
Stariji pacijenti 65 (58,6 %) 73,71 £5,85 ¢
Sredoveéni muskarci 31 (27,9 %) 59,13 +7,16 A1
Stariji pacijenti 34 (30,6 %) 73,71 5,42 81 0.000
Sredovecne Zene 15 (13,5 %) 58,67 +7,39 A1 ’
Starije Zene 31 (27,9 %) 73,71 £ 6,38 BY
T stadijum tumora
T1 6 (5,4 %)
T2 33 (29,7 %)
T3a 10 (9,0 %)
T3b 37 (33,3 %)
T3c 20 (18,0 %)
T4 5(4,5%)
Lokalizacija tumora
Desni kolon 41 (36,9 %)
Levi kolon 34 (30,6 %)
Rektum i analni kanal 34 (30,6 %)
Sinhroni tumor 2 (1,5 %)

¢ T test za nezavisne uzorke; 9 One Way ANO \/A, Razlicita slova u superskriptu oznacavaju statisti¢ki znac¢ajnu razliku
izmedu grupa.

Duzina telomera bila je merena u perifernim leukocitima onkoloskih pacijenata, u tumorskom
tkivu i u zdravoj mukozi. Relativna duzina telomera je bila statisticki znac¢ajno vecéa u tumorskom
tkivu u poredenju sa zdravom mukozom (p=0,000, Friedman ranks ANOVA; p=0,042 u Wilcoxon
sign rank test-u), i u odnosu na periferne leukocite (p=0,000, i u Friedman ranks ANOVA-i i
Wilcoxon sign rank test-u), i znacajno veca u perifernim leukocitima u odnosu na zdravu mukozu
(p=0,000). Rezultati su prikazani u tabeli 4.4.2.
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Tabela 4.4.2. Duzina telomera u tumorskom tkivu, zdravoj mukozi i perifernim leukocitima.

Relativna duZina telomera X+SD p vrednost Poredenje p vrednost
oo s | sstesawy | o0 || oo
R ey | ssesosse | 000 | g | oo

$ Wilcoxon sign rank test
* Friedman ranks ANOVA

Takode je ustanovljena jaka pozitivha korelacija izmedu relativne duzine telomera u
tumorskom tkivu i relativne duzine telomera u zdravoj mukozi (p=0,000, koeficijent korelacije 0,539,
Spearman-ova neparametarska korelacija). Rezultati su prikazani na grafikonu 4.4.1.
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Grafikon 4.4.1. Korelacija RTL u tumorskom tkivu i zdravoj mukozi.
*p=0,000, Spearman-ova korelacija, koeficijent korelacije 0,539.

Daljim statisti¢kim ispitivanjem uoceno je da pol pacijenata ne utice na relativnu duzinu
telomera u perifernim leukocitima, tumorskom tkivu i zdravoj mukozi. Ukoliko se uporedi relativna
duzina telomera izmedu dve formirane starosne grupe (sredovecni i stariji pacijenti), ne pronalazi se
statisticki znaCajna razlika izmedu bilo koje dve od tri grupe uzoraka (tumorsko tkivo, zdrava
mukoza, periferni leukociti). Relativna duZina telomera svake od ¢etiri grupe (sredovecni muskarci,
stariji muskarci, sredovecne Zene i starije Zene) nije bila statisticki znacajno razlicita, tabela 4.4.3.
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Tabela 4.4.3. Duzina telomera u perifernim leukocitima, zdravoj mukozi i tumorskom tkivu u Cetiri
grupe pacijenata formirane prema polu i godinama starosti.

mukozi (THM)

Sredovedni Stariji muskarci | Sredovecne Zene Starije Zene p
muskarci (X+SD) (X+SD) (X+SD) (X+SD) vrednost
Relativna duzina
telomera u 1,9676 +0,9278 | 1,7334+0,8545 | 2,1236+12271 | 1,8726+1,0179 | 0,599"
perifernim
leukocitima (TPL)
Relativna duzina
telomera u 2,8828 + 93631 | 3,0634+9,8271 | 1,2243+0,8784 | 1,5349+1,8618 | 0,883°
tumorskom tkivu
(TT)
Relativna duzina
telomera uzdravoj | 1,7716+2,5653 | 1,4472+09154 | 1,4588+0,9092 | 1,4255+1,3830 | 0,822

TOne Way ANOVA, % Kruskal Wallis H

Znacajna negativna korelacija je nadena izmedu relativne duZine telomera u perifernim
leukocitima i godina starosti pacijenta (p=0,012, Pearson-ova korelacija, koeficijent korelacije -
0,211) (grafikon 4.4.2), medutim nije nadena znacajna korelacija drugih uzoraka (tumorskog tkiva i
zdrave mukoze) sa godinama starosti pacijenata (rezultati nisu prikazani).

6.00
o)

R 5.004
T
L
u o
" 4.00
e o -1
ri o 8
f o ©
e o)
r o 0o o o o
n 3.00 fo) o] o o] O o0
i o °g o
m (o] o o © o
le o8 ©0 ¢ o lo}
u 00 0 oooo o o o
k 2.004 o]
0 o o ©© 8 ©
¥ 0 0
o o o %o o 6° ©§o
ti 808 8 le} (o]
m o] o Co
a  1.004 o o o ©, 0

0 %o o Oo o (o] 8

9 "o 000
o] o o
.00 o}
1 1 1 1 1 U T
30 40 50 60 70 80 90

godine starosti

Grafikon 4.4.2. Negativna korelacija izmedu relativne duzine telomera u perifernim leukocitima
pacijenata i godina starosti.
* p=0,012, Pearson-ova korelacija, koeficijent korelacije -0,211.
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Patohistoloske karakteristike tumora, kao Sto su lokalizacija tumora, tip rasta tumora
(polipoidni ili ulcerozni) i histoloski gradus tumora nisu uticali na relativhu duzinu telomeru ni u
jednom tipu uzoraka. PatohistoloSke karakteristike tumorskog tkiva koje govore u prilog imunskog
odgovora pacijenta na tumorsko tkivo, peritumorski limfocitni odgovor, kao i intratumorski
limfocitni odgovor nisu imali uticaja na duzinu telomera u tumorskom tkivu, zdravoj mukozi niti u
perifernim leukocitima. Ostale patohistoloSke karakteristike tumorskog tkiva kao §to su mucinozna
komponenta tumora, limfo-vaskularna invazija, venska invazija, perineuralna invzija, tip rasta
tumora, prisustvo tumor badinga nisu uticale na relativnu duzinu telomera u perifernim leukocitima,
zdravoj mukozi niti tumorskom tkivu. Izmedu razli¢itih T stadijuma, kao i izmedu N stadijuma, nije
bilo statisti¢ki znacajne razlike u relativnoj duzini telomera perifernih leukocita, tumorskog tkiva niti
zdrave mukoze.

Sa druge strane, relativna duzina telomera je bila statisticki znacajno razliCita izmedu
razli¢itih stadijuma modifikovane Astler Coller skale, grafikon 4.4.3. Kruskal Wallis H
neparametarska ANOVA je pokazala statisti¢ki znacajnu razliku izmedu razli¢itih gradusa (p=0,017).
Dok je daljom analizom Mann Withney U testom pokazana znacajna razlika izmedu C1 MAC
gradusa u odnosu na sve ostale graduse.
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Grafikon 4.4.3. Relativna duzina telomera kod razli¢itih Astler Coller gradusa.

Kruskal Wallis H neparametarska ANOVA je pokazala statisti¢ki znacajnu razliku izmedu razli¢itih
gradusa (p=0,017), Dok je daljom analizom Mann Withney U testom pokazana znacajna razlika
izmedu slede¢ih MAC gradusa: A/C1 (p=0,022), B1/C1 (p=0,022), B2/C1 (p=0,001), C1/C2
(p=0,004), C1/C3 (p=0,023), C1/D (p=0,004).
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4.5. Morfometrijski, teksturni i fraktalni parametri

Prvi morfometrijski parametar kod koga se uocavaju znacajne razlike izmedu tumorskog i
mukoznog tkiva je veli¢ina jedara, koja u pm? za zdravu mukozu iznosi 84,60+30,58, 116,31+38,19,
107,25+47,09 i 119,04+29,51, redom za Cetiri stadijuma. Veli¢ina jedara tumorskog tkiva u um? je
procenjena na 200,27+54,33, 294,324+123,67, 224,73+50,73 1 237,98+127,87, za prvi, drugi, treéi i
Cetvrti stadijum, respektivno. Sve razlike izmedu zdrave mukoze i tumorskog tkiva su statisticki
znacajne (p<0,0001). Primec¢uje se blago povecanje kod zdrave mukoze sa porastom stadijuma, ali ne
i statisti¢ki znacajno (grafikon 4.5.1). Ni trend porasta veli¢ine jedara tumorskog tkiva sa povecanjem
broja stadijuma nije statisticki znacajan, ali se moze uociti (grafikon 4.5.1). Drugi zanimljiv
parametar je Solidity (konveksnost), kod prvog i drugog stadijuma postoje statisticki znacajne razlike
izmedu jedara tumorskog tkiva i zdrave mukoze (p<0,0001). Kod tumorskog tkiva Solidity iznosi
0,98+0,02, 0,98+0,01, a kod zdrave mukoze 0,95+0,03, 0,95+0,03, za prvi odnosno za drugi stadijum
(grafikon 4.5.2). Kod visih stadijuma znacajne razlike se ne uoc€avaju usled vece varijabilnosti. Slican
nalaz se opaza i za parametar Circularity (cirkularnost). Jedra tumorskog tkiva imaju statisticki
znacajno vecu cirkularnost (p<0,05), 0,84+0,13 za prvi stadijum i1 0,854+0,09 za drugi, u odnosu na
zdravu mukozu bilo kog stadijuma 0,73+0,11, 0,75+0,10, 0,72+0,1310,76+0,11, (grafikon 4.5.3). Kod
Aspect Ratio parametra uocena je velika varijabilnost; vrednosti se kre¢u od oko 1 do skoro 3. Srednje
vrednosti za tumorsko tkivo su 1,83+0,73, 1,67+0,47, 2,07+0,86 i 1,84+0,48, za prvi, drugi, treéi i
cetvrti stadijum, dok u zdravoj mukozi iznose 2,13+0,64, 2,02+0,50, 2,30+0,94 i 2,00+£0,65, za
stadijume redom. Statisticki znacajna razlika nije ustanovljena.
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Grafikon 4.5.1. Veli¢ina jedara kod tumorskog tkiva i zdrave mukoze.

59



1.00 F % — _ . _ _ .
E 3 L
| %
J_ g
095 F - ¥ | | 5 i
+ | L
- | | |
% 0.90 | | | + * L
J_ + +
+ + + +
0.85 - + * .
+
080 l | | 1 1 1 1 I

Tumor | Zdr.tk.l Tumor Il Zdr.tk.ll Tumor lll Zdr.tk.lll Tumor IV Zdr.tk.IV
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Grafikon 4.5.3. Cirkularnost (Circularity) kod tumorskog tkiva i zdrave mukoze.
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Teksturni GLCM parametri su se pokazali kao potencijalno znacajan alat za opis i
uporedivanje tekstura tumorskog tkiva i zdrave mukoze u razli¢itim stadijumima. Izracunati su za
medusobne udaljenosti piksela od 1px do 16 px. U Tabeli 4.5.1. uporedno su prikazane srednje
vrednosti 1 standardne devijacije po stadijumima za sluCajeve kada je d=2px, d=4px, d=8px,
kao 1 d=16px. Dodatno, statisticke raspodele za pomenute slu¢ajeve prikazane su graficki: kontrast
(Contrast) izmedu posmatrane dve tacke u grafikonu 4.5.4, korelacija (Correlation) u grafikonu 4.5.5,
energija (Energy, odnosno Angular Second Moment) u grafikonu 4.5.6, i homogenost teksture
(Homogeneity) u grafikonu 4.5.7. Kada je d=2px, karakteristike se odnose na piksele mikrografa
jedara izmedu kojih se nalazi samo po jedan piksel, znaci skoro susedne. Rastojanje d=16px
odslikava vrednosti kojima se tezi za prostorno udaljene piksele, dok d=4px i d=8px ilustruju
karakteristike tekstura koje odgovaraju srednje udaljenim pikselima. Treba ista¢i sledeca zapaZanja.
Kod prvog i drugog stadijuma, Contrast kod tumorskog tkiva se statisticki znacajno razlikuje u
odnosu na zdravo tkivo u tom i u bilo kom drugom stadijumu (p<0,05). Kod tre¢eg i Cetvrtog
stadijuma nema statisti¢ki znacajnih razlika izmedu tumorskog tkiva i zdrave mukoze kada je u
pitanju Contrast bliskih piksela, ali se uocavaju razlike (p<0,05) za d=8px i d=16px.
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Tabela 4.5.1. Srednje vrednosti i standardne devijacije teksturnih GLCM parametara (srednja
vrednost + standardna devijacija).

Stadijum 1 Stadijum 2 Stadijum 3 Stadijum 4
Zdravo Zdravo Zdravo Zdravo
Tumor . Tumor . Tumor . Tumor .
Parametar tkivo tkivo tkivo tkivo

0.3501 0.3090  0.3595  0.2847 0.2917 0.2966 0.3330  0.3207

+0.0409 +£0.0513 +0.0517 +£0.0448 +0.0720 +0.0546 +0.0924 +0.0529

0.7270  0.5528 0.7620 0.4921  0.5662  0.5165 0.6855  0.5956

+0.1113 +0.1209 +£0.1332 +0.0959 +0.2057 +0.1168 +0.2421 +£0.1223

1.8351 1.1312 19731  0.9752 1.3542 1.0465 1.7328 1.2915

+0.3475 +£0.3254 +0.3904 +0.2603 +0.6685 +0.3351 =*0.7216 +*0.3426

Contr (16px) 4.3689  2.1356  4.7592 1.8347  3.1509  2.0627 4.2212  2.5610
+0.9886 +0.6998 +1.0256 +0.6041 +1.8372 +0.8351 +1.8031 +0.8068

Contr (2px)
Contr (4px)

Contr (8px)

0.9562 0.8917 09618 0.8952 0.9391 0.9085 0.9585 0.9146
+0.0126 £0.0338 £0.0124 +0.0322 +0.0331 +0.0332 +0.0273 +0.0254
0.9100 0.8087 0.9189 0.8201 0.8919 0.8414 0.9185 0.8433
+0.0243 £0.0525 £0.0269 +0.0522 +0.0463 +0.0523 +0.0496 +0.0427
0.7756 0.6183 0.7906 0.6493 0.7685 0.6840 0.8068 0.6667
+0.0555 £0.0929 £0.0664 +£0.0953 +0.0718 £0.0949 +0.0924 +0.0808
0.4819 0.3036 0.5076 0.3604 0.5085 0.3962 0.5586 0.3601
Correl (16px)
+0.1053 £0.1494 +£0.1217 +£0.1518 +£0.1226 +0.1610 +£0.1420 +0.1357

Correl (2px)
Correl (4px)

Correl (8px)

Energy (2px) 0.0741 0.1398 0.0674 0.1473 0.1123 0.1338 0.0877 0.1154
y +0.0166 *0.0391 +0.0123 +0.0354 +0.0568 +0.0388 =*0.0660 +0.0270
0.0513 0.1081 0.0467 0.1142 0.0863 0.1052 0.0670 0.0855
Energy (4px)
+0.0124 +0.0374 +0.0092 +0.0318 +0.0518 +0.0362 0.0646 =*0.0235
0.0342 0.0823 0.0310 0.0867 0.0630 0.0802 0.0495 0.0621
Energy (8px)
+£0.0091 £0.0349 +0.0068 +0.0277 +0.0434 +0.0320 =*0.0613 £0.0198
0.0250 0.0678 0.0221 0.0713 0.0483 0.0652 0.0378 0.0497
Energy (16px)
+0.0076 £0.0318 +0.0055 +0.0250 +0.0362 +0.0283 =*0.0562 +0.0178

Homog (2px) 0.8359 0.8544 0.8357 0.8650 0.8613 0.8634 0.8485  0.8505
+0.0151 +0.0188 +0.0181 +0.0158 +0.0295 +0.0188 +0.0319 +0.0162
0.7341 0.7764  0.7343 0.7916 0.7775 0.7902 0.7566  0.7646

Homog (4px)
+0.0212 +0.0307 +0.0263 +0.0253 +0.0534 +0.0324 +0.0494 +0.0266
0.6119 0.6803 0.6111 0.6978 0.6697 0.6951 0.6405  0.6590

Homog (8px)
+0.0246 +0.0435 +0.0309 +0.0361 +0.0756 +0.0480 +0.0653 +0.0354
, 05035 0.5965 0.5003 0.6129 0.5686  0.6037 0.5289  0.5680

Homog (16px|

+0.0273 +0.0498 +0.0303 +0.0427 +0.0890 +0.0573 +0.0746 +0.0407

62



Tt2 Zt2 Tt3 Zt3 Tt4 Zt4

\
\
1
Tt2 7Zt2 Tt3 Zt3 Tt4 Zt4

2
<
3
N
<
N
=
en
o
=
=
g
SRPUSE D0 -
B
b-- - e - 41z
N : 115 ~
i)
U P B GRS PR
2 8 & 8 § < o @ § @ % o o
- - o S s © N 1 < o -« >
(xdy=p) 1senu0D (xdgL=p) jsenuon <
)
o =
<
B
<
=
wn
o
(o8
' ' ' ' , =
<t
e L
< N E
D R T L we G SR P
~
1%}
_1IY- 1@ - _ ® S
b 4 < vk 115 g
o 3
(32)
- SR F-- {2 S
N Y] =
= [ I -4 15 S
—
g
N N
+ —— + e + T\kg\\L + - n wu
R < LI
‘"
- - <+
++LABVIT e k- - 1 =
L L L L 1 L L L ) Pv.
EEEEEE s 3 5 535 ° 25
o o o oo o o o d I=le]
(xdz=p) jsenuon (xdg=p) jsesuod S =3
o O E

- - N F-——4 (F--+
S S s a
e e
e P
{1 ]-A = - -—

S e I
g b PO
e 2 5 e 2 2 ¢ I3 g

(xd = p) uopeeLion (xdgL = p) uoyeai09
o o)

: : . | |

G N
\VKB\A+T¢++ + + \m TABIIA L

[sp]

RS DGR I B R g
DT+ {2 | g
SR QI RIS P SN g T -
r TE\L ‘m ! ] i
PG s« SR
0 E oo |
S ® g 8 g o © © < o
< - R @ @ - =) o S o
~ o o o o _

(xdz= p) uoneje.rion o (xdg=p) uoneja.i0d
©

Tt1

Tt2 Zt2 Tt3 Zt3 Tt4 Zt4

Tt2 Zt2 Tt3 Zt3 Tt4 Zt4

Zt 1

Zt1

Tt1

63

Grafikon 4.5.5. Korelacija (Correlation) kod tumorskog tkiva i zdrave mukoze.
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Grafikon 4.5.6. Energija (Energy, odnosno Angular Second Moment) kod tumorskog tkiva i zdrave

mukoze.
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Grafikon 4.5.7. Homogenost teksture (Homogeneity) kod tumorskog tkiva i zdrave mukoze.

U pogledu korelacije piksela, razlike izmedu tumorskog tkiva i zdrave mukoze su statisticki
znacajne (p<0,0005) za bilo koji stadijum u odnosu na zdravu mukozu u tom i bilo kom drugom
stadijumu, za bilo koju udaljenost razmatranih piksela. Nema razlika izmedu tumorskog tkiva za
razli¢ite stadijume. Korelisanost piksela jedara zdravog tkiva je niza nego kod tumorskog (grafikon
4.5.5), a uocava se trend porasta korelisanosti piksela i kod zdrave mukoze sa porastom stadijuma
tumora. Statisticki znacajne razlike zdrave mukoze u odnosu na zdravu mukozu primecene su u
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slede¢im slucajevima. Za d =2 px, statisticki znacajno se razlikuje zdrava mukoza pacijenata Cetvrtog
stadijuma KRK u odnosu na zdravu mukozu pacijenata sa prvim i drugim stadijumom (p<0,05). Za
d=4px, statisticki znacajno se razlikuje zdrava mukoza stadijuma tri i ¢etiri u odnosu na najnizi, prvi,
stadijum (p<0,05). Za d=8px 1 za d =16 px, statisti¢ki znacajno se razlikuje zdrava mukoza stadijuma
tri u odnosu na prvi stadijum (p<0,05).

Parametar Energy ima znac¢ajno nize vrednosti kod tumorskog tkiva nego kod zdrave mukoze,
Sto ukazuje na odsustvo velikih i naglih prelaza u intenzitetima piksela u lokalnom okruzenju,
odnosno, verovatnije je da su prelazi u intenzitetu sivog relativno mali i uniformno razbacani po
celom popre¢nom preseku jedra. Tumorsko tkivo prvog i drugog stadijuma se statisticki znacajno
razlikuje (p<0,005) od zdrave mukoze u tom i bilo kom drugom stadijumu. Kod ¢etvrtog stadijuma,
Energy je nesto visi za tumorsko tkivo u ¢etvrtom stadijumu, u odnosu na prva tri stadijuma, a nizi
za zdravu mukozu kod pacijenata sa tumorom cetvrtog stadijuma u odnosu na zdravu mukozu
pacijenata sa nizim stadijumom tumora (grafikon 4.5.6), tako da je u Cetvrtom stadijumu nemoguce
razlikovati jedra tumorskog tkiva i zdrave mukoze osim za d=2px, gde je (»<0.05). Kod treceg
stadijuma je standardna devijacija visoka (grafikon 4.5.6), Sto zahteva dodatne analize sa uzorcima
iz istog stadijuma, kako bi se otklonile sve nedoumice.

Homogenost teksture (Homogeneity) procenjuje ukupni stepen varijacija intenziteta piksela
koji se nalaze na zadatom rastojanju. Vrednosti za tumorsko tkivo su nize nego za zdravu mukozu
(grafikon 4.5.7.). Jedra tumorskog tkiva prvog i drugog stadijuma se po teksturi razlikuju od jedara
zdrave mukoze tog i bilo kog drugog stadijuma (p<0,05), za bilo koje rastojanje piksela. Interesantno
je primetiti, da nema statisticki znacajnih razlika u teksturi jedara tumorskog tkiva i zdrave mukoze
u ¢etvrtom stadijumu kancera (d=2px, d=4px, d=8px).

Fraktalnom analizom uocene su i1 kvantifikovane razlike izmedu tumorskog tkiva i
zdrave mukoze. U svim stadijumima, fraktalna dimenzija (Fractal dimension, gratikon 3.5.8) je visa
kod tumorskog tkiva i ima manju standardnu devijaciju. Razlike su statisticki znacajne (p<0,05) u
poredenju sa zdravim tkivom u drugom i Cetvrtom stadijumu. Lakunarnost (Lacunarity, grafikon
3.5.9) je niza kod tumorskog tkiva i takode ima i manju standardnu devijaciju. Razlike su statisticki
znacajne (p<0,05) u poredenju sa zdravim tkivom u drugom i ¢etvrtom stadijumu.
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Grafikon 4.5.8. Fraktalna analiza tumorskog tkiva i zdrave mukoze.
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Grafikon 4.5.9. Lakunarnost tumorskog tkiva i zdrave mukoze.

4.6. Infracrvenom spektroskopijom izmereni spektri apsorbovanih talasnih duzina

Snimani su IC spektri tkiva od 10 pacijenata iz razli¢itih grupa. Nakon snimanja bazne linije,
sniman je IC spektar uzorka zdravog i bolesnog tkiva. Snimano je u intervalu od 1000 cm™ do 3200
cm!, Kako se u opsegu od 1900 cm! do 2750 cm! ne javljaju trake koje ukazuju na apsorpciju, ovaj
deo spektra nije uzet u razmatranje. Od svakog spektra je oduzeta bazna linija, koja spaja pocetak i
kraj opsega 1 spektri su normalizovani na ukupnu povrSinu ispod krive.

Oblasti frekvencija u kojima se uvek javljaju apsorpcione trake odredenih funkcionalnih
grupa prikazane su u tabeli 4.6.1. Dobijeni reprezentativni spektri su prikazani na grafikonima 4.6.1.
Crvena linija predstavlja bolesno, a crna zdravo tkivo. Pomoc¢u racunarskih programa su izracunate
povrsine ispod pikova u odredenim oblastima. To su oblasti sledecih talasnih brojeva: I (1128-1205
cm), 11 (1722-1795 cm™), IIT (2750-3055 cm!) i IV (1483-1722 cm™!).

Tabela 4.6.1. Tabelarni prikaz talasnih brojeva apsorpcionih pikova karakteristi¢nih funkcionalnih
grupa u IC oblasti i opis pikova.

Funkcionalna Polozaj
Veza uniceio Specifi¢na podgrupa apsorpcionog Izgled
grupa maksimuma (cm™!)

| 1260 | jaka |
, | 1380 | slaba |

metil .
‘ 2870 H srednje jaka ‘
| 2960 | srednje jaka |
Cc—H alkil | 1470 | jaka |
metilen ‘ 2850 H srednje jaka ‘
‘ 2925 H srednje jaka ‘

metin 2890 slaba
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Funkcionalna Polozaj
Veza Specifi¢na podgrupa apsorpcionog Izgled
maksimuma (cm™!)
| 900 jaka
C=CH | 2975 srednja
| 3080 srednja
| C=CH | 3020 srednja
o 900 jaka
monosupstituisani alkeni =
| 990 jaka
‘ cis-orijentisani alkeni H 670-700 jaka
‘ trans-orijentisani alkeni H 965 jaka
‘ trisupstituisani alkeni H 800840 srednje jaka
‘ benzen H 3070 slaba
monosupstituisani ‘ 700-750 jaka
benzen ‘ 690-710 jaka
aromati¢ni ‘ orto-disup. benzen H 750 jaka
, | 750-800 jaka
meta-disup. benzen -
| 860-900 jaka
‘ para-disup. benzen H 800-860 jaka
[ [ 3300 srednja
| 2720 .
srednja
| 2820
‘ monosup. alkeni H 1645 srednja
| 1,1-disup. alkeni | 1655 srednja
aciklicna C=C | cis-1,2-disup. alkeni || 1660 srednja
‘ trans-1,2-disup. alkeni H 1675 srednja
‘ trisup, tetrasup, alkeni H 1670 slaba
. | 1600 jaka
konjugovanaC=C :
| 1650 jaka
' dieni
sa benzenovim 1ent 1625 jaka
Cc=C | | | 1600 jaka
| =CGpP | | 1640-1680 srednja
| 1450
. | 1500 ,
aromaticni C=C slabo jaka
| 1580
| 1600
alkini | 21002140 || slaba
disupst. alkini 2190-2260 veoma slaba
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Funkcionalna Polozaj
Veza " Specifi¢na podgrupa apsorpcionog Izgled
grupa maksimuma (cm™!)
zasicen alif./prsten 6-
Slani 1720
| o,B-izomeri [ 1685 [ |
aldehidi/ketoni ‘ Aromati¢ni ketoni H 1685 H ‘
‘ 5-Clani prsten H 1750 H ‘
‘ 4-Clani prsten H 1775 H ‘
| aldehidi | 1725 | |
zasicene karboksilne 1710
kiseline
C=0 nezasi¢ene/aromaticne
karb. kiselne 1680-1690
‘ estri H 1735 H ‘
derivati karboksilne anhidrati ‘ 1760 H ‘
kiseline | 1820 | |
| acil halidi | 1800 | |
‘ amidi H 1650 H amidna ‘
| karboksilati | 1550-1610 || |
aminokise}inﬂd zwitter 1550-1610
joni
lkoholi. fenoli ‘ mala koncentracija H 3610-3670 H ‘
O—nH ATROROT, Tenot ‘ velika koncentracija H 3200-3400 H Siroka ‘
) o ‘ mala koncentracija H 3500-3560 H ‘
karboksilne kiseline - — —
‘ velika koncentracija H 3000 H Siroka ‘
o | 34003500 || jaka |
primarni amini ‘ 1560 1640 H —a ‘
N—H J
‘ sekundarni amini H H >3000 H slabo srednja ‘
| amonijum jon | | 24003200 ||  siroka |
‘ primarni H 1040-1060 H jaka, Siroka ‘
alkoholi ‘ sekundarni H ~1100 H jaka ‘
tercijarni 1150-1200 srednja
fenoli [ | 1200 | |
. | alifatiéni | 1120 | |
-0 - | aromaticni [ 12201260 | |
karboksilne kiseline 1250-1300
estri 1100-1300 preklapaju se
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Funkcionalna Polozaj
Veza Specifi¢na podgrupa apsorpcionog Izgled
grupa maksimuma (cm™!)
alifaticni amini H H 1020-1220 H preklapaju se ‘
C=N 161511700 | G0 o
C—N nekonjugovani 2250 srednja
| | | |
‘ konjugovani H 2230 H srednja ‘
| RN—C | | 21652110 | |
| R—N=C=S | | 2140-1990 || |
Tuoroalkan | | 1000-1100 || |
SO T iflourmetil || 11001200 || dublet |
C—X | hloroalkani | | 540-760 || srednje slaba |
| bromoalkani | [ 500-600 | Srednje jaka |
‘ jodoalkani H H 500 H srednje jaka ‘
. | 1540 [ jaka |
alifaticna
o | 1380 [ slaba |
N—O nitro jedinjenja ‘ 1520 ‘
aromati¢na konjugovana
| 1350 |
p—c | oreanofosforna aromati¢na 1440-1460 srednja
jedinjenja
P—O |  Fosfor oksid | vezan | 1195-1250 || jaka
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Grafikoni 4.6.1. Reprezentativni prikazi IC spektrometrije Cetiri grupe pacijenata (crvena linija
predstavlja spektar tumorskog tkiva, dok crna predstavlja spektar zdrave mukoze): a) starije Zene, b)
stariji muskarci, ¢) sredove¢ni muskarci i d) sredovecne Zene.
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Vizuelno je uocljivo da povrsine I, II 1 III imaju vece vrednosti za zdravo tkivo, a povrSina
ispod pika u Cetvrtoj oblasti ima vece vrednosti za bolesno tkivo. Na spektrima zdravog i bolesnog
tkiva se uo€avaju razlike u obliku 1 visini pikova na odredenim talasnim brojevima. Te promene su
uzrokovane promenama u strukturi biomolekula koji grade tkivo, kao Sto su DNK, proteini, lipidi i
voda.

Povrsina I: U oblasti izmedu 1128 cm™ i 1205 cm™! se javlja viSe pikova srednjeg intenziteta.
Trake u spektru koje poticu od vibracionih oscilacija nisu dobro razloZene. Sumirani rezultati
pokazuju da je povrSina kod zdravog tkiva ve¢a u odnosu na kancerogeno tkivo. Sa spektara je
uocljivo da pik koji se javlja na 1100 cm™ kod svih zdravih tkiva ima intenzitet priblizno 2, a kod
tkiva tumora 1. NiZe frekventni pikovi iz ove oblasti pokazuju veéi intenzitet kod malignog tkiva, ali
je to nedovoljno da celokupna povrsina bude veca.

Povrsina II: Ovaj deo obuhvata interval izmedu 1722 cm™ do 1795 cm™. Na spektrima
zdravog tkiva svih deset pacijenata javlja se pik jakog intenziteta. Kod kancerogenog tkiva ovaj pik
je pomeren ka nizim frekvencijama i razloZen na dva pika znatno niZeg intenziteta. Sumarno, uzorci
zdravog tkiva pokazuju vecu vrednost povrsine.

Povrsina III: Ovo je oblast od 2750 cm™! do 3055 ¢cm™'. U ovom intervalu se javlja dublet
velikog intenziteta. Na spektrima kancerogenog tkiva intenzitet, a samim tim i povrSina je znatno
manja. Kod pacijenata 4 1 5 spektri se poklapaju, Sto implicira nepodobnost uzoraka.

Povrsina IV: Interval talasnih brojeva od 1483 cm™ do 1722 ¢cm! je poslednji razmatran, jer
su rezultati u ovoj oblasti suprotni onima dobijenim razmatranjem prethodne tri oblasti frekvencija.
Kod zdravog tkiva u ovoj oblasti se javlja vibraciona traka niskog intenziteta nerazlozene strukture,
tj. pikovi nisu ostri. U uzorku kancerogenog tkiva na spektrima dolazi do pojave dva pika, koji su
identi¢ni kod svih pacijenata i imaju intenzitet priblizno 2.

IzraCunata je i ukupna povrSina prve tri oblasti, u kojima su spektri analogni. Rezultati su
prikazani u tabeli 4.6.2.

Tabela 4.6.2. Rezultati sumirani na srednje vrednosti za zdravo i1 kancerogeno tkivo.

. Pr Pu Pm P+ Piv A at 1238
tkivo _ _ _ _ _ _
X SD X SD X SD X SD X SD X SD
tumor | 0,0599 | 0,0184 | 00686 | 0,0135 | 0,1232 | 0,1057 | 0.2516 | 0,1356 | 0,3511 | 0,1167 | 1,0530 | 0,0419
zdravo | 0,0917 | 0,0190 | 0,0941 | 0,0177 | 0.2986 | 0.1214 | 0.4844 | 0,1574 | 0,1921 | 0,1142 | 1,0624 | 0,0674
p vrednost 0,0013 0,0020 0,0029 0,0023 0,0064
(t-test) ’ ’ ’ ’ ’ 0,7139
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5. DISKUSIJA

Makroelementi ¢ine oko 96% ukupnih elemenata u ljudskom telu, dok su preostalih 4%
mikroelementi, tj. elementi u tragovima (193). Mnogi metabolicki i fizioloSki procesi u naSem telu
zahtevaju ove elemente. Uprkos svom prisustvu u manjim koli¢inama, mikroelementi imaju ogroman
uticaj na mnoge fizioloSke funkcije, ukljucujuéi posredovanje u vitalnim biohemijskim reakcijama
delujuci kao kofaktori za mnoge enzime, stabilizuju¢i strukture enzima i proteina, kontroliSu¢i vazne
bioloSke procese vezivanjem za molekule na receptorsko mesto Celijske membrane, i menjajuci
strukturu celijske membrane kako bi sprecili ulazak nezeljenih molekula u celiju (193, 194).
Poremecaj ravnoteze u sastavu razli¢itih elemenata primecen je kod mnogih bolesti ukljucujuéi
bolesti srca, autoimunih bolesti, karcinoma, bubreznih slabosti i neuroloskih poremecaja (195, 196).

Nagomilavanje ili nedostatak nekih od ovih elemenata moze stimulisati razvoj KRKa.
Nekoliko elemenata u tragovima se smatra hemijskim kancerogenima koji mogu promeniti bioloske
procese i izazvati kancerogene efekte (197, 198). Ovi genotoksicni karcinogeni su sposobni da
izazovu viSestruke mutacije u kritiénim genima u ljudskom telu Sto moze dovesti do razvoja raka
(197, 198). Osim svoje genotoksi¢ne uloge, elementi u tragovima su takode prijavljeni i kao
negenotoksicni kancerogeni (199) koji deluju preko sekundarnih mehanizama kao $to su promoteri
tumora (200), endokrini modifikatori (201), posrednici receptora (202), imunosupresivi (203), ili
induktori tkivno specifi¢ne toksi¢nosti i inflamatornih odgovora (204).

Imunoloski sistem je jedan od odbrambenih mehanizama protiv raka koji upravlja brojnim
funkcijama nakon abnormalne transformacije ¢elija (205). Dosada$nja istraZivanja su isticala jatu
funkciju imunoloskog sistema kao odgovor na malignitet prisustvom elemenata u tragovima kao $to
su cink (Zn), selen (Se) i mangan (Mn) (206-208).

Uces¢e makro i mikoelemenata u visestrukim procesima rasta i inhibicije raka pokrenulo je
potragu za rasvetljavanjem njihove sustinske vaznosti, kao 1 toksi¢nih efekata na ljudsko zdravlje
(198).

U naSem istrazivanju se pokazala znacajna razlika u nivoima elemenata izmedu tumorskog
tkiva i zdrave mukoze, izmedu ostalih 1 K, Na, Ca, Mg, Se, Zn, Hg, Cd (209).

Esencijalni elementi kao $to su Se (nasi rezultati su pokazali ve¢i nivo u tumorskom tkivu) i
Zn (ve¢i nivo u zdravom tkivu) imaju znacajnu ulogu u imunoloskom statusu (206, 210), i utvrdivanje
njihovog viska ili manjka moze imati potencijalni prognosticki znac¢aj kod malignih bolesnika.

U naSem istrazivanju tumorsko tkivo je pokazalo niZe nivoe cinka u odnosu na zdravu mukozu
creva (209). Isto tako je i tumorsko tkivo muskaraca pokazalo nize koncentracije cinka, dok izmedu
uzoraka Zenskih pacijenata nije bilo znacajne razlike u koncentracijama cinka (209). Cink je veoma
vazna komponenta u vise od 300 enzima, od kojih su mnogi od Zivotnog znacaja za sintezu DNK i
RNK, takode je i esencijalni element za normalnu funkciju imunskog sistema (211). Cink, zajedno
sa manganom 1 bakrom, je krucijalni deo prve linije enzimske antioksidativne zastite-superoksid
dizmutaza (SOD) (212, 213). Jedna studija je nasla znacajno nizu aktivnost antioksidativnih enzima,
zajedno sa znacajno ve¢om aktivnoS¢u pro-oksidativnih enzima u KRK u odnosu na zdrave kontrole
(213). Sa druge strane, u prevelikim koncentracijama, cink i bakar, pokazuju pro-oksidativne
karakteristike, stvarajuci reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS) i time indukuju oStecenje Celije (214, 215).
Pokazano je da cink moze da prouzrokuje zastoj u rastu ¢elija KRK time §to naruSava stabilnost
¢elijskih mikrotubula i stabilizuje nivoe divljeg tipa proteina adenomatozne polipoze kolona (APC
protein) (216). U sli¢nim studijama postoje razlike u nivoima cinka izmedu tumorskog i zdravog
tkiva, gde neke od tih studija nisu pronasle znacajnu razliku (212, 217), dok je jedna novija studija
iznela podatke o nizim nivoima cinka u tumorskom tkivu (218). IzneSena je pretpostavka, da se u
metastazama KRK u jetri u odnosu na zdravo tkivo jetre, nize koncentracije cinka mogu objasniti
povecanim iskori$¢avanjem cinka od strane tumorskih ¢eija, kao i izmenama u transporterima cinka
(219, 220), te ovaj mehanizam bi mogao da objasni i niZze koncentracije cinka u tumorskom tkivuiu
nasoj studiji. Nadalje, kako cink ima bitnu ulogu u prethodno navedenim procesima, moguce je da bi
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nizi nivoi ovog elementa mogli promovisati napredovanje kolorektalnog karcinoma zbog oslabljene
antioksidativne odbrane, smanjenog imunoloskog odgovora i poremecene sinteze DNK.

Kao i u jednoj prethodnoj, slicnoj studiji, i mi smo pokazali znacajno vece koncentracije bakra
u malignom tkivu (209, 212). Koncentracije bakra su bile znacajno vise u tumorskom tkivu
muskaraca, dok kod Zena nije bilo znacajne razlike. Druge studije su pokazale poviSene vrednosti
koncentracije bakra u razli¢itim humanim tumorima, ukljucujuéi tumor dojke i limfome, i mnoge od
njih su isticale ulogu bakra u angiogenezi, krucijalnom dogadaju u razvoju karcinoma (212, 221-223).
Takode je, u studiji koja je istrazivala i bakar, izmedu ostalih elemenata, kod karcinoma Stitaste zlezde
1 njenih benignih oboljenja, pronaden znacajno veéi serumski nivo bakra u grupi pacijenata za
karcinomom Stitaste Zlezde u odnosu na grupu sa benignim stanjima Stitaste zlezde (224). Pokazano
je da su soli bakra stimulatori migracije endotelijalnih ¢elija 1 induktori sinteze fibronektina,
glikoproteina povezanog sa angiogenezom (225, 226), stoga je jasno zasto su helatori bakra jedni od
jedinjena koji se ispituju u klinickim studijama kao inhibitori angiogeneze (226). Zajedno sa znacajno
nizim nivoima cinka, povisene koncetracije bakra mogle bi da budu obeleZje invazivnosti KRK kod
muskaraca.

U prethodnim studijama je primec¢eno da je odnos Cu/Zn u serumu poveéan u KRK-u i mogao
bi biti dobar prediktor za invazivnost i prognozu odredenih karcinoma (227-229). Ovaj odnos smo i
mi izmerili u KRK i u susednom zdravom tkivu. Koliko znamo, nijedna druga studija nije uporedila
ovaj odnos u malignom i zdravom tkivu (209). Odnos Cu/Zn je bio znac¢ajno veéi u malignom tkivu
u nasoj studiji, a takode je bio ve¢i kod muskaraca, kako kod starijih tako 1 kod sredove¢nih. Kod
zenskih pacijenata razlika u odnosu Cu/Zn izmedu malignog tkiva i zdravog tkiva nije bila znacajna.
Uloga odnosa bakra i cinka u tkivu KRK-a zahteva dodatna istrazivanja, ali nasi rezultati ukazuju na
to da bi, poput serumskog Cu/Zn odnosa, ovaj odnos u tkivu takode mogao biti dobar prediktor
agresivnosti karcinoma i, verovatno, lose prognose (209).

Nase istrazivanje pokazalo je znafajno vecu koncentraciju selena u malignom tkivu u
poredenju sa susednim zdravim tkivom (209), §to je u skladu sa rezultatima sli¢nih studija (212). U
fizioloskim, niskim koncentracijama, Se je neophodan za ljude, ali u ve¢im koncentracijama pokazuje
toksi¢ne osobine (230-232). Jo§ 1933. godine su u SAD-u stocari primetili trovanje stoke nakon
ispasSe na poljima sa biljkama bogatim selenom (230). Nakon tog prvog opazanja i visSedecenijskih
istrazivanja, iznete su sledece tvrdnje o razlozima zbog kojih selen moze biti toksican: prva je da
jedinjenja selena, odnosno selenit i selen dioksid, mogu da reaguju sa glutationom (GSH) i drugim
tiolima, formirajuci selenotrisulfide koji ¢e stupati u dalje reakcije i na kraju dovesti do stvaranja
superoksida i vodonik peroksida. Druga je da se diselenidi, odnosno selenocistin i selenocistamin, u
prisustvu GSH i drugih tiola, redukuju u selenole (RSeH), koji imaju kataliticko dejstvo i1 na kraju
stvaraju superoksid i vodonik peroksid. Jedinjenja selena koja ne reaguju sa tiolima, selenati ili
selenoetri, u in vitro eksperimetnima nisu pokazali sposobnost proizvodnje superoksida ili vodonik
peroksida, 1 oni su toksi¢ni, u ¢elijskim kulturama ili in vivo, tek nakon redukcije u selenit ili selenol.
Na kraju se moze reci da se toksi¢nost selena manifestuje akutno ili hroni¢no, kada oksidativno
oSte¢enje premaSuje antioksidativnu odbranu ili kada oksidativno oSteéenje premasi sposobnost
organizma da formira selenoproteine, selenoetre ili elementarni selen (230).

Pretpostavljeni mehanizam antitumorskog efekta selena se odvija preko povecane ekspresije
antioksidativnih selenoproteina. Ovi proteini doprinose antioksidativnom, odbrambenom sistemu
¢elije, pre svega spreCavajuci osteCena DNK (210). Selenoprotein glutation perkosidaza (GPX2)
pripada grupi gena koji su karakteristi¢ni za matic¢ne Celije creva i pretpostavlja se da Stite ove celije
od oksidativnog oSte¢ena DNK. Kada se kod miSeva GPX2 gen iskljuci, dolazi do apoptoze mati¢nih
¢elija koje se nalaze na dnu intestinalnih kripti (233). Nasuprot zdravim ¢elijama, tumorske celije
imaju ve¢i metabolicki obrt nego zdrave Celije, Cime se stvara vise slobodnih radikala, $to pretstavlja
jedno od glavnih obelezja karcinoma. (234). Kako bi se odrzala ravnoteza, tumorske ¢elije zahtevaju
antioksidativne molekule/enzime, kao §to su, izmedu ostalih, i selenoproteini (210). Jedna od
karakteristika tumorskih ¢elija su i razlike u ekspresiji gena za selenoproteine (235). Za odredene
gene se javlja veca ekspresija (GPX2 i TXNRD3), dok je za druge (GPX3, SELENOP, SELENOS, i
selenofosfat sintaza 2 (SEPHS2)) manja (236). Medutim, pojedini autori nisu dobili povezanost

73



izmedu dostupnosti selena u organizmu (serumski nivo selena) i ekspresije gena za selenoproteine
(237), §to su kasnije objasnili ¢injenicom da je transkripcija gena za selenoproteine u veoma maloj
meri regulisana nivoom selena u organizmu (210). Isti autori tvrde da se jedni selenoproteini “bore”
protiv ve¢ razvijenih tumorskih ¢elija, dok drugi podsticu njihovo prezivljavanje (210).

Postoji dosta suprotstavljenih podataka o ulozi Se u karcinogenezi, i jo§ uvek nedovoljno
istrazenih ¢injenica. Na osnovu svega iznetog, pretpostavljamo da usled poveéanog oksidativnog
stresa, uzrokovanog ubrzanom deobom i metabolizmom malignih ¢elija, dolazi do poveéane
ekspresije selenoproteina, kao jedan od mehanizama odbrane, i to pretstavlja antitumorsku osobinu
selena (209). Medutim, kada oksidativno oStecenje premasi odbrambenu sposobnost celija ili
sposobnost ¢elija da formiraju jednjenja selena koja ne reaguju sa tiolima, dolazi do porasta
koncetracije Se i njegovog toksi¢nog efekta, tj. tada Se dodatno podstic¢e oksidativni stress, pre svega
stupajuci u reakciju sa tiolima i time stvaraju jo$ slobodnih radikala (209).

U naSoj studiji nije bilo razlika u koncentracijama gvozda (Fe) i mangana (Mn) izmedu
malignog i1 zdravog tkiva creva (209), iako su druge studije pokazale znacajno nize koncentracije
gvozda 1 viSe nivoe mangana u kolorektalnom karcinomu (212, 218, 238, 239). Uloga Mn i Fe u
karcinogenezi moze se posmatrati kroz njihovu ulogu u inhibiciji apoptoze, stvaranju kiseoni¢nih
radikalai vezivanju suprotstavljenih jona metala u hromatinu i drugim molekulima. Takode,
zivotinjski modeli otkrili su povezanost izmedu parenteralne primene gvozda sa rastom tumora i
ve¢om ucestaloséu tumora (212, 240-243). Nedostatak znacajnih razlika u nivoima Fe i Mn u nasoj
studiji mogao bi proizaci iz ograni¢enog broja uzoraka i regionalnih razlika, mada se njihova uloga u
kolorektalnom karcinomu ne sme zanemariti.

Znacaj makroelemenata u brojnim fizioloskim procesima je odavno poznat (244). Poremecaj
njihovog sastava u obolelom tkivu ukazuje upravo na poremecaj ovih osnovnih procesa. Nase
istrazivanje je pokazalo znacajno niZe nivoe Na, a visoke nivoe K u tumorskom tkivu, $to ukazuje na
poremecaj Na/K pumpe u tumorskim ¢elijama (209). Kako u tumoru dolazi do promene metabolizma,
1 proizvodnje energije anaeorbnim putem, koji je znatno manje efikasan od aerobnog, a jonske pumpe
su veoma osetljive na uskracivanje energije (245, 246), u slabijim energetksim uslovima jonske
pumpe su te koje prve propadaju. Takode visoke koncetracije Ca u tumorskom tkivu, $to je rezultat i
naseg istraZivanja, govori u prilogu otkazivanja jo§ jedne josnke Sumpe, Ca ATPaze, usled
siromasnosti energetskim susprtratima i smanjenje energetske prozivodnje u tumorskom tkivu (247).
Ovaj nalaz takode moze biti znak povecane nekroze u tumorskom tkivu, koji za sebe vezuje Ca, i
moze biti znak loSije prognose zbog ubrzanog odumiranja tkiva.

Nase istrazivanje je pokazalo znacajno niZe nivoe natrijuma u tumorskom tkivu u odnosu na
zdravu mukozu (209). Pretrazivanjem dostupne literature nismo nasli druge studije koje su se bavile
merenjem natrijuma u tumorskom tkivu. Dobijeni rezultat mogao bi se tumaciti na vise nacina. Pre
svega tumorsko tkivo se karakteriSe smanjenim energetskim potencijalom (247). Jonske pumpe, kao
Sto je Na/K ATPaza, sprovode¢i jone nasuprot gradijentu koncentracije troSe dosta energije, i u
ovakvim uslovima smanjene proizvodnje energije brzo stradaju (246), dovodeé¢i do nizih
koncentracija Na u ekstracelularnom prostoru, a vise kalijuma. Isto tako prethodna istrazivanja su
pokazala veoma znacajnu ulogu voltazno zavisnih Na kanala u karcinogenezi, od same maligne
transformacije ¢elije do metastaziranja (248, 249). Dokazano je da u tkivu kolorektalnog karcinoma
postoji veca ekspresija ovih kanala (248), Sto bi moglo objasniti manju koncentraciju natrijuma u
nasim uzorcima KRKa. Pojedini autori istiu da voltazno zavisni natrijumski kanali dovode do
proliferacije i metastaziranja KRK putem Ca**/kalmodulin-zavisnog Ras signalnog puta, i da isti ovi
kanali mogu podsta¢i apoptozu stimulisanu 5-fluorouracilom (5-FU) (249). Klini¢ki znacaj ove
¢injenice je u tome da pacijenti sa poveéanom ekspresijom gena za voltazno zavisne natrijumske
kanale imaju loSiju prognozu, ali da isto tako mogu imati ve¢u korist od primene 5-FU kao citostatika
(249). Na osnovu ovoga mozemo izneti pretpostavku da znacaj odredivanja nivoa natrijuma u tkivu
moze posredno ukazivati na prognozu bolesti 1 eventualnu korist od pojedinih citostatika.

Kalijum je bio znacajno ve¢i u malignom tkivu u poredenju sa zdravim susednim tkivom u
nasoj studiji (209). Postoji veliki broj radova koji se bavio nivoima kalijuma u kolorektalnom
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karcinomu. Nasi rezultati su u skladu sa onima iz prethodne dve studije (212, 250) koje su, izmedu
ostalih, istrazivale nivoe kalijuma u tkivu KRK u poredenju sa zdravim kolorektalnim tkivom.
Poznato je da tumorske ¢elije imaju velike metabolicke potrebe za energijom koja podstic¢e njihovu
deobu 1 rast, a takode jedan od predlozenih novih obelezja karcinoma je njegova sposobnost da
ponovo programira energetski metabolizam (247). Povecani unos i upotreba glukoze putem glikolize
dokumentovani su u mnogim tumorima kod ljudi (247). Pokazano je da je jedan od kardinalnih
glikolitickih enzima, piruvat kinaza M2, znacajno poviSen u uzorcima karcinoma debelog creva u
poredenju sa zdravim kontrolama, i1 zna se da kalijum igra jednu od klju¢nih uloga u funkcionisanju
ovog glikolitickog enzima (251). Dakle, aktivnost ovog enzima bi svakako imala koristi od visokog
sadrzaja kalijuma u tumorskom tkivu.

U poredenju sa malignim tkivom, nivo kalcijuma je bio znacajno ve¢i od susednog zdravog
tkiva. Takode, ovo je bio jedini element u nasoj studiji koji je pokazao zna€ajnu razlikuu koncentraciji
u malignom tkivu izmedu muskaraca i zena (209). Vecina uzoraka u nasoj studiji pripadala je
pacijentima sa stadijumom III KRK-a. Nekroza u kanceroznom tkivu ¢esto je prisutna, pogotovo u
naprednim stadijumima, i poznato je da nekroticno tkivo ima sklonost ka akumulaciji kalcijuma.
Moguce je da je vecina uzoraka u nasoj studiji imala polja nekroti¢nog tkiva i to bi moglo biti moguce
objasnjenje visih nivoa Ca u tumorskih uzorcima u odnosu na zdrave. Takode, poznata je Cinjenica
da je ve¢a unutarcelijska koncentracija kalcijuma povezana sa aktiviranjem kalcijum zavisnih enzima,
izmedu ostalih i endonukleaze, koja moze dovesti do oSte¢enja genetskog materijala. Poznato je da
je maligno tkivo siromasno energetskim supstratima (247). To uti¢e na enzimski sistem Ca — ATPaza,
i to dovodi do unutarcelijske akumulacije ovog elementa. I upravo visoki intracelularni nivoi
kalcijuma izazivaju ¢elijsko oStecenje razliCitim procesima.

U nasoj studiji nivoi magnezijuma bili su ve¢i u tumorskom tkivu u poredenju sa susednim
zdravim tkivom (209). In vitro studije su pokazale unutarcelijsku akumulaciju magnezijuma u
neoplasti¢nim ¢elijama (252). Prethodni rezultati, koji povezuju Mg sa angiogenezom, posebno sa
funkcijama vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF) i migracijom endotelnih ¢elija (253).
Budu¢i da je angiogeneza jedno od obeleZja karcinoma (247), odnos izmedu povisenog Mg u tkivu
KRKa i ovog, kljuénog procesa za rast tumora i njegovu malignu transformaciju, treba uzeti u obzir.

Znacaj u poremecaju sastava teSkih elemenata i njihov uticaj na organizam i ulogu u razvoja
karcinoma je odavno poznat i predmet interesovanja istrazivaca (254, 255). U naSem istraZivanju
pokazali smo znacajno veée koncentracije u zdravom tkivu nekih od tih elemenata (Cd, Hg) (209).
Ovaj nalaz moze biti kontradiktoran kada se uzme u obzir dobro poznat Stetan uticaj teskih elemenata,
ali treba naglasiti da je nas uzorak relativno mali, kao i da postoji razli¢ita izloZzenost ovim elementima
izmedu naSih pacijenata. Zato je potrebno dugotrajno pracenje, na vecoj grupi ljudi, sa relativno
ujednacenim faktorima rizika, kako bi se preciznije odredio znacaj ovih elemenata u razvoju i
progresiji KRK.

U nasem istrazivanju nivo hroma (Cr) bio je znacajno nizi u tumorskom tkivu u poredenju sa
zdravim tkivom. Nije bilo razlika u nivoima Cr malignog tkiva izmedu muskaraca i Zena ili izmedu
razlicitih starosnih grupa (209). Nedavna studija pokazala je vece nivoe Cr u tkivu KRK u poredenju
sa zdravim susednim tkivom (218). S druge strane, Rinaldi i saradnici su prikazali rezultate u kojima
nema razlike u nivoima Cr izmedu kancerogenog tkiva i zdravih kontrola, kao i nize nivoe Cr u KRK
tkivu u poredenju sa susednim zdravim tkivom (217). Ova grupa autora pretpostavlja da su nivoi Cr
u malignom tkivu, susednom netumorskom tkivu i kod zdravih kontrola pre rezultat spoljnih izvora
Cr, nego unutrasnjih, metabolic¢kih procesa (217). Dosadasnje studije su isticale uloge Cr u procesika
karcinogeneze na viSe nivoa. Odredeni joni hroma ucestvuju u stvaranju kovalentnih veza sa
makromolekulima (256), izazivaju genske mutacije (256, 257), dok na ¢elijskom nivou, izlaganje
jonima Cr moze dovesti do zaustavljanja ¢elijskog ciklusa, apoptoze, prestanka diferencijacije celija
1 neoplsati¢ne transformacije (256). Hrom takode ucestvuje u inflamatornim procesima, stimuliSu¢i
oslobadanje medijatora zapaljenja i indukujuéi apopotozu makrofaga (258).

Na osnovu prethodnih studija, uloga hroma u karcinogenezi je u velikoj meri objasnjenja, ali
1 dalje postoje razliciti rezultati kada se radi o nivoima hroma u tkivima pacijenata. Budu¢i da je
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predlozeno da Cr moze biti ukljucen u procese koji pogoduju progresiji tumora (257, 259) njegovu
ulogu u evoluciji kolorektalnog karcinoma treba pazljivo ispitati u buduc¢im studijama.

Postoji veliki broj studija koje su ispitivale razlike u nivoima zive (Hg), olova (Pb) i arsena
(As) izmedu zdravog i malignog kolorektalnog tkiva. U nasoj studiji, nivoi zive bili su zna¢ajno manji
u tumorskom tkivu u poredenju sa zdravim tkivom, dok nije bilo znacajnih razlika u nivoima Pb i As
izmedu zdravog i malignog tkiva debelog creva (209). 1zloZenost Zive oznacena je kao faktor rizika
za kolorektalni karcinom 1 predloZeno je da visi nivoi Hg i Pb mogu da promoviSu pojavu i progresiju
gastrointestinalnog karcinoma, $to je pokazano u nedavnoj kineskoj studiji (260). Ziva ima
sposobnost da izazove velika bioloSka oSteenja kod ljudi, prvo inhibicijom enzima, potom
proizvodnjom slobodnih radikala i promenom tercijarnih i kvartenernih struktura veéine proteina
(255, 261). Uprkos dobro dokumentovanoj toksi¢nosti zive 1 njenoj ulozi u kardiovaskularnim
bolestima i1 neurodegenerativnim poremecajima, nema dovoljno podataka o odnosima Hg i
kolorektalnog karcinoma. Prisustvo ovog elementa u zivotnoj sredini u razli¢itim oblicima i raznoliku
izlozenost Zivi u naSem regionu treba uzeti u obzir pri tumacenju visih nivoa zive u tkivu karcinoma
kolona i rektuma.

Nivoi kadmijuma (Cd) bili su zna¢ajno nizi u tumorskom tkivu u poredenju sa zdravim tkivom
u nasoj studiji (209). Cd je verifikovani kancerogen za ljude (262). Veruje se da je ovaj element
ukljucen u razliCite procese kao Sto su stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS), inhibicija
apoptoze, inhibicija mehanizma popravljanja DNK i supresija ekspresije gena (254). Pokazalo se da
je nivo Cd poviSen u tkivima karcinomima dojke i plu¢a u poredenju sa zdravim kontrolama (263,
264), ali druge studije nisu pokazale razlike u nivoima Cd u jetri (265). S druge strane, nema mnogo
studija koje su istrazivale njegovu ulogu u karcinogenezi kolorektalnog karcinoma. Jedna studija
(266) je otkrila nize nivoe Cd u kolorektalnim polipima, za koje se zna da nose rizik od maligne
transformacije u kolorektalni karcinom (267). Ta¢no objasnjenje nizeg nivoa Cd u malignom tkivu u
nasoj studiji moglo bi se na¢i u razli¢itim tipovima uzoraka, maloj kohorti i promenljivoj izloZenosti
kadmijumu u zivotnoj sredini u nasem regionu.

Uocili smo pozitivne korelacije izmedu As i Cd, 1 As i Hg u tumorskom tkivu, dok ove
korelacije nisu bile prisutne u susednom zdravom tkivu debelog creva. StaviSe, pronasli smo
uglavnom negativne korelacije izmedu ovih toksi¢nih elemenata i esencijalnih elemenata i u KRK-u
1 u zdravom tkivu kolona i rektuma (209). Ove korelacije treba koristiti u daljim studijama kako bi se
utvrdio mogué¢i negativni efekat pomenutih toksicnih elemenata i elemenata uklju¢enih u
antioksidativnu odbranu na razvoj KRK. S druge strane, korelacija izmedu Hg u malignom i Hg u
zdravom tkivu bila je najjaca pozitivna korelacija izmedu ovih tkiva.

Budu¢i da je uloga As, Cd i Hg u karcinogenezi dobro dokumentovana, a svi se smatraju vrlo
vaznim agensima kojima je covek izlozen na radnom mestu i u zivotnoj sredini, trebalo bi istraziti
njihov medusobni odnos i potencijalne agonisticke efekte u razvoju ili progresiji KRK-a. Takode, s
obzirom da postoji dovoljno informacija o Hg i KRK, uocfena najjaca korelacija izmedu Hg u
malignom i Hg u zdravom tkivu trebalo bi da podstakne detaljniju analizu uloge Hg u KRK.

Ova studija ima nekoliko ograni¢enja. Pre svega, kako bi se dobili validniji rezultati koji
odrazavaju promene u sastavu elemenata u KRK-u u poredenju sa zdravim kolorektalnim tkivom,
potrebna je veca kohorta, posebno kada se uzrast i pol pacijenata smatraju potencijalnim uzrocima
razli¢itih nivoa elemenata izmedu malignih i nemalignih tkiva. Moraju se uzeti u obzir razli¢iti nacini
zivota, faktori sredine i1 brojne druge karakteristike (status puSenja, prehrambene navike, fizicke i
radne aktivnosti, stambeno okruzenje i stres), jer je poznato da ti faktori imaju ogroman uticaj na
mnoge (pato) fizioloSke procese u ljudskom telu. Budué¢i da se kod razlicitih onkoloskih
pacijenataprimenjuju razliite terapijske strategije, razliciti tretmani lekovima, zajedno s prethodno
propisanim lekovima za razlicita stanja od kojih se pacijent od ranije leci ne treba ih zanemariti ni u
jednom istrazivanju koje ispituje nivoe elemenatai procese koje reguliSu. Konac¢no, potrebno je istaci
da studije koje slede treba da odgovore na pitanje, da li promene u sastavu hemijskih elemenata imaju
ulogu u karcinogenezi ili su te promene posledica same bolesti.
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U naSoj studiji smo pokazali znacajnu razliku u serumskoj koncentraciji mokra¢ne kiseline,
gde su je muskarci imali znacajno viSe u odnosu na Zene, a znacajna razlika se pokazala u Cetiri
formirane grupe po polu i godinama, gde su stariji i sredove¢ni muskarci imali znacajno vise vrednosti
u odnosu na starije i sredovecne Zene. Ovi rezultati se poklapaju sa drugim studijama koji su ispitivali
nivo mokraéne kiseline kod drugih, nemalignih oboljenja, u kojima su muskarci imali vece vrednosti,
1 da su mladi muskarci imali nesto vece vrednosti od starijih ispitanika (268-270). Ispituju¢i vrednosti
mokracéne kiseline po stadijumima tumora, i brojim patohistoloskim parametrima koji su navedeni u
rezultatima, nismo dobili znacajnu razliku. Prema naSim saznanjima ovo je prva studija koja je
ispitivala povezanost serumskih vrednosti mokraéne kiseline sa jedne strane i T stadijuma, N
stadijuma, M stadijuma tumora, prisustvo tumor badinga, tumorskih depozita, limfovaskularne,
venske 1 perineuralne invazije sa druge strane. Medutim, brojne su studije koje su ispitivale
povezanost mokraéne kiseline sa rizikom od nastanka raznih karcinoma (271, 272), kao i
prezivljavanje pacijenata sa KRK u odnosu na vrednosti mokra¢ne kiseline (273, 274). Kineski autori
su pokazali da su povecane vrednosti mokraéne kiseline povezane sa ve¢im sveukupnim rizikom od
nastanka bilo koje vrste karcinoma (271), dok su engleski autori (272) isli korak dalje i ispitivali
povezanost sa odredenim karcinomima, i pokazali povecan rizik od nastanka, izmedu ostalih
karcinoma, i KRK kod ljudi sa ve¢im koncentracijama mokra¢ne kiseline. Bez obzira na prilicno
ubedljive podatke ovih velikih preglednih radova i meta-analiza, uloga mokraéne kiseline ipak nije
do kraja razjasnjena, jer postoje i suprotni podaci. Jedna studija koja je ispitivala prediktore
prezivljavanja pacijenata sa KRK je pokazala duze prezivljavanje onih pacijenata sa visokim
vrednostima mokraéne kiseline (273), dok drugo istrazivanje povezuje porast serumske mokraéne
kiseline sa progresijom KRK, te bi se ona mogla koristiti kao prognosticki marker (274). Znacajno
ogranicenje nase studije, osim relativno male studijske grupe, je i nedostatak kontrolne grupe, tj.
grupe zdravih pacijenata sa kojom bismo uporedili vrednosti mokraéne kiseline.

U naSoj studiji smo pokazali znaCajnu pozitivnu korelaciju izmedu serumske mokraéne
kiseline i duZine telomera leukocita periferne krvi. Prema naSim saznanjima ovo je prva studija koja
je ispitivala povezanost nivoa serumske mokraéne kiseline 1 duzine telomera perifernih leukocita kod
pacijenata sa kolorektalnim karcinomom. Postoje studije koje su ispitivale povezanost ova dva
parametara, ali kod pacijenata koji boluju od nemalignih oboljenja, kao $to je dijabetes (275), ili u
gerijatrijskoj populaciji Evrope (276). Kao i u prethodnim istraZzivanjima vezanim za mokra¢nu
kiselinu, 1 ovde su dobijeni razli€iti rezultati. U prvoj je dobijena negativna povezanost mokraéne
kiseline i duZine telomera u perifernim leukocitima (275), dok je studija koja je ispitivala gerijatrijsku
populaciju Krita i Holandije dobila pozitivhu povezanost ova dva parametra (276). Kao $to je i priroda
mokracéne kiseline obelezena kao dvojna, tako se i nasi rezultati mogu tumaciti dvojako. Ukoliko bi
mokracna kiselina imala antioksidativno dejstvo, takva njena zastitna uloga bi eventualno dovela do
stabilizacije genetskog materijala, tj. do relativnog produZenja telomera, ¢ime bi se objasnio nas
rezultat da sa povecanjem nivoa serumske mokra¢ne kiseline, raste i duzina telomera leukocita
periferne krvi. Moze se spekulisati i da je kod naSih pacijenata mokraéna kiselina imala
prooksidativno dejstvo, i mozda skratila telomere perifernih leukocita, ali da su oni usled povecane
aktivnosti u sklopu imunskog odgovra na rast tumora, prevazisli problem skracenja telomera i dosli
do stadijuma stabilizacije, odnosno produzenja, telomera. Sli¢na objasnjena bi se mozda mogla dati
1 za rezultate kineske i holandske studije.

Kao §to je vec¢ receno, kolorektalni karcinom je patofizioloski heterogeno oboljenje, izazvano
brojnim mehanizmima koji se medusobno preplicu, od kojih je oksidativni stres samo jedan od njih.
U naSem istrazivanju smo ispitivali odredene biomarkere oksidativnog stresa u krvi i tkivu
kolorektalnog karcinoma i susedne zdrave mukoze. Mokraéna kiselina je obelezena kao najvazniji
neenzimski antioksidans u krvi ¢oveka (277, 278). Ona predstavlja zavrSni proizvod metabolizma
purina kod ljudi (277), i njen nivo moZe biti povezan sa nivoom purina koji se unosi putem ishrane
(279). Zbog svoje ogranicene rastvorljivosti u vodi, u uslovima njene poveéane produkcije dolazi do
kristalizacije i talozenja urata (kao npr. u gihtu) (277). Mokraéna kiselina se takode proizvodi u
uslovima ishemije/reperfuzije oksidacijom ksantina i hipoksantina uz pomo¢ enzima ksantin oksidaze
(277). Jos ranih osamdesetih godina je predlozeno da mokraéna kiselina moZe imati bioloski znacaj
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kao antioksidans i tad je pokazano u in vitro ogledima, da je ona veoma snazan Cistac peroksil radikala
(RO2¢) i molekula kiseonika. Tada su autori izneli hrabru pretpostavku da mokra¢na kiselina moze
doprineti duzini zivota ljudi pruzajuci zastitu protiv oksidativnog stresa uzrokovanog starenjem i
razvojem karcinoma (280). Slican zakljucak su izneli i autori iz SAD-a, izjavivsi da povecane
koncentracije mokrac¢ne kiseline kod ljudi daju prednost u prezivljavanju, jer hiperurikemija odrzava
bolji krvni pritisak kada se ljudi suoCe sa ishranom siromasnom solima (281). Mokraéna kiselina
takode moze da $titi od oksidativnog stresa deluju¢i kao donor elektrona, a predstavlja i oksidabilni
supstrat za hem protein/vodonik peroksid sisteme (282). Osim toga moze da deluje i1 kao helator jona
gvozda i bakra, pretvarajudi ih u slabo reaktivne forme koje ne mogu da katalizuju reakcije slobodnih
radikala (283-285). Jo§ jedna od pretpostavljenih uloga mokraéne kiseline je i ta da je ona inhibitor
slobodnih radikala koji se stvaraju prilikom raspadanja perokisnitrita (ONOO¢), koji je proizvod
interakcije azot monoksida sa superoksidnim anjonom (286). Osim ovih, pozitivnih uloga mokra¢ne
kiseline, postoje podaci i 0 mogucoj proinflamatornoj ulozi ovog jedinjenja, pre svega u stimulaciji
pojedinih medijatora inflamacije, kao i u stimulaciji proliferacije vaskularnih glatkih miciénih ¢éelija
(277).

Kako nismo odredivali koncentraciju mokraéne kiseline kod zdravih bolesnika, iz ovih nalaza
ne mozemo izvoditi adekvatne zakljucke u smislu uticaja mokraéne kiseline na nastanak tumora, a
kako nije bilo razlike u koncentracijama mokra¢ne kiseline izmedu stadijuma, i u svetlu prethodnih
studija, mozemo re¢i da je uloga mokra¢ne kiseline na progresiju karcinoma i dalje nejasna. Sa
obzirom da se isti¢e dvojna uloga mokraéne kiseline, i prooksidativna i antioksidativna, pozitivna
korelacija izmedu duZine telomera leukocita periferne krvi i serumske mokraéne kiseline se moze
tumaciti dvojako, ali su potrebna dodatna istrazivanja da bi se doneo pouzdaniji zakljucak.

Pokazali smo razliku u koncentraciji malondialdehida (MDA) izmedu tumorskog tkiva i
zdrave mukoze, gde je u tumorskom tkivu bilo znacajno vec¢ih koli¢ina MDA. Peroksidacijom
membranskih lipida, koja je izazvana oksidativnim stresom, se stvara, izmedu ostalih 1 MDA, koji se
smatra jednim od najces¢ih 1 najStetnijih produkata peroksidacije lipida (287). Do sada je pokazano
da je MDA odgovoran za promene u genskoj ekspresiji, genetskim mutacijama, molekularnoj
heterogenosti, kao i za poremecaje u unutarcelijskoj komunikaciji (288). MDA svoje Stetno,
mutageno, dejstvo ispoljava vezivanjem za guanin u DNK (289), i zbog svoje visoke reaktivnosti i
toksi¢nosti ovo jedinjenje je veoma vazno u ispitivanju karcinogeneze (290, 291). U malignom
tumorskom tkivu dolazi do povecanog stvaranja reaktivnih vrsta kiseonika, porasta oksidativnog
stresa, peroksidacije lipida i stvaranja njenih metabolita, kao §to je MDA, S$to potvrduju studije koje
su ispitivale tkivo kolorektalnog karcinoma kod ljudi (278, 291, 292). Osim u tkivima, kod pacijenata
sa KRK-om dolazi i do porasta MDA u serumu (293-295). Mi nismo ispitivali nivo serumskog MDA,
ali se rezultati naseg istrazivanja poklapaju sa rezultatima prethodnih studija da se kod pacijenata
nalazi znacajno veca koncentracija MDA u tkivima tumora kolona/rektuma u odnosu na zdravu
mukozu. NaSe istrazivanje je potvrdilo €injenicu da u tumorskom tkivu dolazi do promene u
metabolizmu ¢elije, kao i do povecane peroksidacije lipida. U ve¢ini studija se, medutim pokazalo i
da je nivo MDA povezan i sa stadijumom tumora, tacnije da je koncentracija MDA veca u vise
uznapredovalim stadijumima, kako u serumu, tako i u tumorskom tkivu (278, 291, 292).U jednoj
studiji poljskih autora, nivoi MDA su bili niZi u tumorima koji infiltriSu muskularis propriju zida
creva (T2 tumorima), nego u tumorima koji dolaze do subseroze (T3 tumori), te je predloZzeno da se
peroksidacija lipida povecava sa povecanjem dubine infiltracije tumora(291). Jos jedna od uloga koja
se pripisuje MDA je da moZe delovati kao karcinogen i promotor razvoja i progresije KRK (295), jer
su poviSene kolicine MDA nadene kod pacijenata sa izraZenijim tumor badingom i prisutnim
metastazama u limfnim ¢vorovima (291). Kod nas to nije bio slucaj. Rezultati kod nasih pacijenata
su pokazali da nema znacajne razlike u koncetracijama MDA u odnosu na stadijum tumora, kako u
pojedinacnim T, N ili M stadijmima, tako ni u stadijuma AJCC TNM sistema, niti izmedu
modifikovane Astler-Coller skale. Takode nije bilo znacajne razlike izmedu pacijenata sa i bez tumor
badinga, kao ni izmedu grupa razli¢ite ispoljenosti tumor badinga. Ova diskrepanca izmedu nasih
rezultata i rezultata prethodnih studija bi se mogla u odredenoj meri objasniti donekle starijom
studijskom populacijom, za koju se veruje da ima tumore slabijeg metastatskog potencijala (296),
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kao 1 prisustvom veéeg broja vise uznapredovalih stadijuma tumora, ¢ime nije bilo moguce dobiti
preciznije poredenje. Ostali aspekti studija, kao Sto su nacini prikupljana uzoraka i biohemijska
analiza tkiva, prakti¢no su identi¢ni, sa veoma malim odstupanjem u veli¢ini studijske populacije. Jos
jedan od patohistoloSkih parametara koji smo ispitivali, a koji govori u prilog agresivnosti tumora je
1 mucinozna komponenta tumora. Prema naSim saznanjima ovo je prva studija koja je ispitivala
povezanost parametara oksidativnog stresa i mucinozne komponente KRK kod ljudi. Nasi rezultati
nisu nasli znacajnu korelaciju izmedu procenta mucinozne komponente i vrednosti MDA. Kada smo
sve pacijente podelili na one do50% mucinozne komponente tumora i one preko 50%, takode nismo
nasli zna¢ajnu razliku u nivou MDA. Jedna studija koja je ispitvala koncentracije MDA u karcinomu
zeluca (297), je nasla nize vrednosti MDA u tkivima mucinoznih adenokarcinoma zeluca u odnosu
na one koji nisu imali izrazenu mucinoznu komponentu. Potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se
adekvatno procenio znacaj oksidativnog stresa u razvoju adenokracinoma sa mucinoznom
komponentom. Ispitivali smo i brojne parametre invazivnosti: infiltrativni i ekspanzivni rast tumora,
limfo-vaskularnu invaziju, vensku invaziju i perineuralnu invaziju. Ni jedan od ovih parametara u
nasoj studiji nije imao uticaja na koncentraciju MDA. Kako su prethodne studije (278, 291, 292)
pokazale porast parametara oksidativnog stresa kod tumora veceg stadijumima i dublje infiltracije,
opravdana je pretpostavka da bi kod tumora koji imaju neku od navedenih karakteristika invazije
mogli da o¢ekujemo i porast parametara oksidativnog stresa, pre svega MDA, $to nasi rezultati nisu
potvrdili. Sto se ti¢e peritumorskog i intratumorskog limfocitnog odgovora, mi nismo nasli znagajnu
razliku izmedu grupa sa razli¢itom izrazenos$¢u ovih parametara i MDA. Prema dostupnoj literaturi,
do sada nije direktno ispitivana povezanost ovih parametara, ali je pronadena znacajno veca aktivnost
pro-oksidativnih enzima kod tumora sa izraZenijim peritumorskim i intratumorskim odgovorom, §to
je objasnjeno poveéanom produkcijom reaktivnih vrsta kiseonika usled povecanog dejstva pre svega
makrofaga i neutrofila (291), $to sve opet dovodi do intenzivnijeg oksidativnog stresa i peroksidacije
lipida. Studija poljskih autora (278) je ispitivala moguc¢nost da se parametri oksidativnog stresa
iskoriste kao indikator uznapredovalosti tumora, i pronasli su pozitivnu korelaciju izmedu serumskih
vrednosti tumor makrera CEA (karcinom embrionalni antigen) i serumskog MDA, dok je kasnija
studija istih autora (291) pronasla znacajno vece koli¢ine MDAu tkivima KRK koji pokazuju znake
veée uznapredovalosti. Mi nismo ispitivali serumske vrednosti MDA, ali kada smo poredili vrednosti
CEA u serumu i koncentracije MDA u tkivima nismo nasli znac¢ajnu povezanost, ali razlika izmedu
MDA u tkivima izmedu tumora i zdrave mukoze koju smo pokazali, zajedno sa rezultatima
prethodnih studija svakako ostavlja moguénost da se vrednosti MDA koriste kao jedan od parametara
stadijuma tumora.

Veoma je vazna sposobnost malondialdehida da lako prelazi sa mesta svog stvaranja do
udaljenih tkiva i formira kovalente veze sa proteinima i nukleinskim kiselinama, te on moze da menja
strukturna i funkcionalna svojstva celije. Kako se tumor razvija, povecava se peroksidacija lipida,
koli¢ina prisutnog MDA 1 njegova citotoksi¢nost, Sto pokazuju rezultati studija u kojima su nivoi
MDA ve¢i kod onih pacijenata koji imaju viSe uznapredovalu infiltraciju, izrazeniji tumor bading, i
prisutne nodalne i1 udaljene metastaze u odnosu na pacijente koji nemaju ove karakteristike KRK
(291).

Osim koncentracije MDA ispitivali smo i aktivnost katalaze u naS§im uzorcima, medutim za
razliku od drugih studija (291, 292) koje su pokazale razliku u aktivnosti katalaze, izmedu uzoraka
nasih pacijenata nije bilo statisticki znacajne razlike. Katalaza predstavlja enzim koji je zastupljen
kod svih organizama koji su izlozeni kiseoniku, i ona ubrzava razgradnju vodonik peroksida, koji se
stvara putem raznih reakcija i/ili supstanci iz prirode ili aktivno$¢u superoksid dizmutaze prilikom
razlaganja supeoksid anjona, na vodu i kiseonik (298). Katalaza je veoma vazan enzim u odbrani
organizma od oSte¢enja nastalih oksidativnim stresom, a prouzrokovanih reaktivnim kiseoni¢nim
vrstama. Oc¢ekuje se da ¢e povecani oksidativni stres dovesti i do povecane aktivnosti katalaze, kao
prilagodavanje na pove¢anu produkciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (299). Situacija koju ocekujemo
je da ¢e u tumorskom tkivu usled promene metabolizma i povecane inflamacije do¢i i do povecane
aktivnosti katalaze, $to je u pojedinim studijama i pokazano (291), pogotovo §to je za katalazu
pokazano da razgraduje vodonik peroksid kada se on nalazi u visokim koncentracijama u tkivu, dok
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je glutation peroksidaza ta koja razgraduje H202 kada se on nalazi u nizim koncentracijama (300).
Interesantno je da ima studija koje pokazuju znacajno smanjenje aktivnosti katalaze u tumorskim
tkivima (292, 301), koja se smanjivala kako je histoloski gradus tumora napredovao, a takode je i u
ve¢im stadijumima karcinoma njena aktivnost bila manja, sa najmanjom aktivno$¢u u cetvrtom
stadijumu 1 u mucinoznom adenokarcinomu (292). Medutim i ovde postoje suprotstavljeni nalazi, jer
je pokazano da kod pacijenata sa prisutnim metastazama u limfnim ¢vorovima postoji znacajno veca
koncentracija katalaze u serumu u odnosu na pacijente sa negativnim Cvorovima (278).0Osim
povecane aktivnosti katalaze u tumorskom tkivu KRK, ve¢ pomenuta poljska studija (291)pokazala
je 1imanju aktivnost u KRK sa dominantnom mucinoznom komponentom koji se smatra agresivnijim
tipom KRK, kao i manju aktivnost katalaze tumora sa manje izrazenim peritumorskim i
intratumorskim limfocitnim odgovorom. Ova poslednja Cinjenica mozda je i ocekivana, jer
inflamatorne ¢elije karakteriSe povecana aktivnost superoksid dizmutaze, koja dovodi do povecanog
stvaranja H>O», a samim tim i do poveéane aktivnosti katalaze (302). U naSoj studiji nije bilo razlike
u aktivnosti katalaze izmedu grupa sa razli¢itim intratumorskim i peritumorskim inlflamatornim
odgovorom. MoZemo pretpostaviti da je uzrok ovakvom rezultatu reltivno mali uzorak pacijenata,
kao 1 prili¢no stara starosna struktura ispitanika, te se zbog ovih karakteristika nije prikazala razlika
u aktivnosti katalaze. Dodatna istraZivanja, sa ve¢im brojem pacijenata su potrebna, narocito ako se
uzmu u obzir brojna druga oboljenja, pre svega inflamatornog karaktera, koja utic¢u na redoks status,
kako bi se razjasnila uloga katalaze u patogenezi karcinoma kolona i rektuma.

U naSem istrazivanju nije bilo znacajne razlike u koncentraciji NO izmedu tumorskog tkiva i
zdrave mukoze. Takode, T, N i M stadijumi tumora nisu uticali na koncentraciju NO u uzorcima, niti
je bilo razlike izmedu gradusa prema AJCC i MAC skali. Prema nasim saznanjima ovo je prva studija
koja je ispitivala direktno koncentraciju NO u tkivima malignog tumora, jer su sve dosadasnje studije
ispitivale stepen ekspresije razli¢itih formi NOS (303, 304), i prema tome tumacili uticaj NO na
razvoj tumora.

Azot monoksid (NO) predstavlja sveprisutni gas, rastvorljiv u vodi, koji poseduje brojne uloge
u raznim fizioloskim i patofizioloskim procesima. NO je pokazao svoj uticaj na razvoj brojnih
maligniteta kao Sto su karcinom dojke, grli¢a materice, pluca, glave 1 vrata i kolorektalnog tumora
(303). Njegova uloga u karcinogenezi raznih tumora je i dalje nerazjasnjena, jer postoje podaci o
njegovoj i proonkogenoj i antionkogenoj aktivnosti, koja zavisi od vremena i mesta delovanja, kao i
od koncentracije (304). Dosadasnja literatura sugeriSe da NO moze da menja razli¢ite procese u
onkogenezi kao §to su angiogeneza, apoptoza, ¢elijski ciklus, invazija i metastaziranje; dok sa druge
strane sve su brojniji podaci o mogucoj upotrebi NO kao antionkogenog agensa (303). Kod karcinoma
dojke, prisustvo i koncentracija NO utiCe, kako na razvoj primarnog tumora, tako i na proces
metastaziranja. U karcinogenezi grli¢a materice deluje kao molekularni kofaktor zajedno sa HPV
infekcijom. Analiza izdahnutog daha i merenje NO u izdahnutom vazduhu kod pacijenata sa
karcinomom plu¢a moze pruziti korisne podatke u postavljanju dijagnoze i napredovanju bolesti. NO
moze pokrenuti genetske promene ¢elija Zeluca koje dovode do razvoja maligniteta Zeluca. Izlaganje
epitelnih ¢elija Zeluca H. pilori bakteriji moze dovesti do stvaranja kiseoni¢nih radikala i aktiviranja
inducibilne NO sintaze (iNOS) §to zauzvrat moZe izazvati genetske promene koje ¢e dovesti do
razvoja karcinoma zeluca. Sa druge strane postoje podaci koji govore u prilog tumoricidne uloge NO,
njegovog citostatskog i citotoksicnog dejstva na karcinomske ¢elije. Medutim, ovo zavisi od brojnih,
ve¢ pomenutih, faktora, a kada jednom karcinom nastane, ¢ini se da NO pre predstavlja protumorski
faktor, a ne toliko antitumorski. Zato se u poslednje vreme tumorocidna svojstva NO ispituju sa
razne vidove dosadasnjih terapija (303, 304). Da li ¢e NO imati inhibitorni ili stimuliSu¢i efektat na
maligne tumore pre svega zavisi od postignute koncentracije NO, kao 1 od tipa ¢elije koja je izloZena,
redoks statusu, kona¢noj unutarcelijskoj koncentraciji i trajanju izlaganja gasu unutar lezista tumora
(303, 304). Onog trenutka kada nastane karcinom, NO najverovatnije ima protumorski uticaj vise
nego antitumorski, jer koncentracija koja je potrebna da bi se postigla citotoksi¢nost ne moze da se
postigne samo uz pomo¢ delovanja karcinomskih ¢elija (305). Kada nivo NO prede odredenu granicu,
koja je van moguénosti endogene sinteze, koja vise nije pogodna za napredovanje tumora, njegov rast

80



prestaje 1 apopotoza se aktivira i upravo se ova ¢injenica o promenljivoj ulozi NO u zavisnosti od
njegove koncentracije moZze u buduénosti iskoristiti u cilju leenja (304, 306).

Povecana koncentracija malondialdehida u tumorskom tkivu u odnosu na zdravu mukozu
ukazuje da u tumoru postoji povecana lipidna peroksidacija, ali izostanak skoka aktivnosti katalaze
pokazuje da nije doslo do indukcije antioksidativnog sistema. Kako kod NO nema razlike izmedu
tumora i zdrave mukoze, dosli smo do zakljucka da se oksidativni stres u kolorektalnom karcinomu
desava na nivou reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, ali ne i azotnih.

Kako je navedeno u rezultatima, nase istrazivanje nije pokazalo statistiCki znacajnu
povezanost paramatara oksidativnog stresa koje smo mi merili (MDA, katalaza, NO), relativne duzine
telomera perifernih leukocita i tumorskog tkiva. Prema naSim saznanjima, ovo je prva studija koja je
ispitivala utical oksidativnog stresa na duzinu telomera u ¢eijama kolorektalnog karcinoma.

Dosadasnja istrazivanja ukazuju da je skracenje telomera i njihov poremecaj funkcije povezan
za oksidativnim stresom (307). Zna se da veci oksidativni stress i povecana koli¢ina reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta na viSe nacina oSte¢uju telomere (307, 308). Ostecenje telomera je samo jedan od
nacina na koji oksidativni stres dovodi do maligne transformacije ¢elija. Medutim, jedna studija iz
2014. godine je pokazala da prilikom primene antioksidativnih suplemenata doslo do vece incidence
karcinoma u populaciji (309). Ovaj podatak govori u prilog prognosti¢ki pozitivnog uticaja
povecanog oksidativnog stresa na dalji razvoj karcinoma. Mozemo dalje da pretpostavimo da
oksidativni stres uti¢e negativno na zdrave Celije, u smislu da podsti¢e razvoj karcinoma, a da na ve¢
razvijene maligne Celije ima pozitivan terapijski efekat, u smislu sprecavanja daljeg Sirenja malignih
¢elija. Veca osetljviost malignih ¢elija na Stetan uticaj oksidativnog stresa u odnosu na zdrave celije
predstavlja put za potencijalno lecenje maligniteta (310, 311). Pazljivom izmenom oksidativnog
stresa postoji moguénost ciljane eliminacije malignih ¢elija bez oStec¢enja zdravog tkiva (310, 311).

Usled ograni¢enja nase studije (relativno mali broj ispitanika, merenje relativne, a ne
apsolutne duzine telomera) svakako su potrebna merenja na veéem broju pacijenata uz koriséenje
preciznije metodologije merenja duzine telomera, kako bi se podrobnije ispitao uticaj oksidativnog
stresa na duzinu telomera. Prilikom tumacenja nasih rezultata o uticaju oksidativnog stresa na duzinu
telomera ne treba zanemariti nekoliko ¢injenica. Pre svega da oksidativni stres verovatno ima dvojnu
prirodu u zavisnosti od vremena na koje deluje na ¢elije, tj. da li deluje na zdrave/prekancerske celije
ili ve¢ maligno transformisane (310, 311). Isto tako se u malignim ¢elijama u nekom trenutku razvije
mehanizam kojim one prevazilaze problem svog skracenja, i dolazi do stabilizacije 1 produzavanja
telomera (32).

Nase istrazivanje pokazalo je znacajno vece koncetracije stearinske kiseline (18 0),
vakcenskekiseline (18 1 n7), eikozatrienoinskekiseline (203), eikozatetraenoinskekiseline (20 4),
eikozapentaenoinske kiseline (20 5), dokozatetraenoinskekiseline (22 4), dokozapenta-
enoinskekiseline (22 5), dokozaheksaenoinske kiseline (22 6), zasi¢enih masnih kiselina (SFA),
polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA), omega 6 masnih kiselina (n6), omega 3 masnih kiselina
(n3), kao i veci odnos arahidonske i eikozapentaenoinske kiseline (AA/EPA) u tumorskom tkivu u
odnosu na zdravu mukozu, dok su oleinska kiselina (18 1 n9), linolna kiselina(18 2), a-linoleinska
kiselina (18 3 n3), mononezasi¢ene masne kiseline (MUFA) i odnos omega 6 i omega 3 masnih
kiselina (n6/n3) bili znacajno vece u zdravom tkivu (312). Potrebno je napomenuti da je vecina
ispitivanih masnih kiselina pokazala zna¢ajnu razliku izmedu tumora i zdrave mukoze, zapravo samo
tri ispitivane masne kiseline nisu pokazale razliku (palmitinska kiselina (16 0), palmitoleinska
kiselina (16 1) i gama-linolna kiselina (18 3 n6)) (312). Velika veéina ovih razlika bila je sa veoma
visokom statistickom znacajnosc¢u (p=0.000).

Pojacana lipogeneza povezana je sa razvojem tumora (313, 314). Povecana aktivnost sintaze
masnih kiselina (FASN) dovodi do obilja zasi¢enih masnih kiselina (SFA), koje se zatim ugraduju u
membranske fosfolipide (PHL). Ova akumulacija SFA smanjuje fluidnost ¢elijske membrane, ¢ineci
je manje podloznom dejstvu slobodnih radikala i prodiranju terapeutika (315). Zhang i saradnici su
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pokazali poviseno prisustvo stearinske kiseline u kanceroznom tkivu, ali bez promena uSFA krac¢ih
lanaca (miristinska i palmitinska kiselina) (316). Ovi rezultati su u skladu sa nasim nalazima.

Palmitinska kiselina, masna kiselina dugog lanca, sa ulogom u skladistenju energije, nije se
razlikovala izmedu zdravog i tumorskog tkiva u nasoj studiji (312). To se podudara s rezultatima
prethodnih istrazivanja (317), koji su proucavali profile masnih kiselina (MK) u kolorektalnom
tumoru indukovanom azoksimetanom kod eksperimentalnih Zivotinja. Takode, drugi autori koji su
istrazivali unos palmitinske kiseline putem hrane, njen sadrzaj u eritrocitima i plazmi, nisu pronasli
nikakvu vezu sa kolorektalnim karcinomom (318-321). Kada smo uzeli u obzir starost, pol, stepen ili
stadijum tumora ili mucinoznu komponentu tumora, nijedan od ovih faktora nije uticao na
koncentraciju palmitinske kiseline. Otkrili smo samo znac¢ajnu razliku u nivoima palmitinske kiseline
izmedu uzoraka tumora desnog kolona i tumora rektuma, gde su tumori desnog kolona imali znacajno
veci nivo (312). Uprkos tome §to palmitinska kiselina zasi¢ena MK, a ona povecana u tumorskom
tkivu, ¢ini se da sadrzaj palmitinske kiseline nema uticaja na etiologiju ili progresiju KRK-a.

Kao $to je prikazano u istrazivanju Neoptolemosa (317), i mi smo pronasli znacajno vecu
koncentraciju stearinske kiseline u tkivu KRK u odnosu na zdravu sluznicu (p = 0.000); Sto je u
suprotnosti sa nekim ranijim studijama (322).

Ocigledno je da je u naSoj studiji sadrzaj stearinske kiseline doprineo pove¢anom nivou SFA
u tumorskom tkivu u poredenju sa zdravom sluznicom (312). Medutim, dosadasnji rezultati o ulozi
SFA u razvoju kolorektalnog karcinoma nisu uverljivi. Kondo 1 kolege (323) su otkrili smanjeni nivo
stearinske kiseline, dok su Zhang i saradnici (316) pokazali porast ove masne kiseline za 50% u
tumorskom tkivu, bez promena u sadrzaju palmitinske kiseline. S druge strane, Singapurska kineska
zdravstvena studija iz 2017. godine nije pokazala razliku ni u jednoj od dve pomenute kiseline u
KRK-u (324). Medutim, objavljen je pregled literature koji je pokazao da stearinska kiselina snizava
ekspresiju antiinflamatornih gena (IxBa) 1 povec¢ava koncentraciju pro-inflamatornih citokina MCP-
1 u plazmi (325). Ipak, promene SFA u KRK-u mogu ukazivati na to da produkti aktivnosti sintaze
masnih kiselina mogu posluziti kao supstrati za proizvodnju drugih zasi¢enih masnih kiselina dugog
lanca, za koje je nedavno pokazano da mogu posluziti kao biomarkeri KRK-a (326). Sveukupno
posmatrano, nasi rezultati zajedno sa ranijim studijama podrzavaju hipotezu da su zasi¢ene masne
kiseline vazne, verovatno u etiologiji, i sa ve¢om sigurnoscu, u razvoju kolorektalnog karcinoma
(312). Takode, celije karcinoma promoviSu zasi¢enje svojih membrana i moduliraju njihova
biofizicka svojstva. Posto su zasiceni lipidi manje podlozni peroksidaciji lipida, ova promena moze
zastititi celije raka od celijske smrti posredovane peroksidacijom lipida, a takode menja i dinamiku
membrane i utice na unos i efikasnost hemoterapeutika.

Nasi rezultati su pokazali zna¢ajno vecu koli¢inu MUFA u zdravom tkivu, u poredenju sa
tumorskim tkivom (312). Sto se ti¢e palmitoleinske kiseline, mononezasi¢ene masne kiseline
(MUFA), nije otkrivena znacajna razlika izmedu tumora i zdravog tkiva. Medutim, zanimljivo je da
je to bila jedina masna kiselina ¢ija se koli¢ina razlikovala izmedu gradusa tumora. Znacajno nize
koncentracije su se nalazile u gradusima 2 i 3, u poredenju sa KRK-om gradusa 1. Palmitoleinska
kiselina, kao i1 njen elongirani produkt vakcenska kiselina, su markeri lipogeneze (327, 328).
Smanjenje 16:1 n-7 masnih kiselina u uznapredovalim stadijumima karcinoma debelog creva ukazuje
na povecanu potrosnju za proizvodnju energije, tako karakteristi¢nu za viSe graduse tumora, §to ¢e
na kraju dovesti do kaheksije.

Jo§ jedna MUFA, oleinska kiselina, jedna od najrasprostranjenijih masnih kiselina u ljudskim
tkivima 1 glavna masna kiselina u maslinovom ulju, odgovorna za blagotvorne efekte maslinovog
ulja, znacajno se smanjila u tkivu karcinoma debelog creva u poredenju sa zdravim tkivom. Uticaj
oleinske kiseline na maligne celije, uprkos obilju dokaza, i dalje ostaje prilicno nejasan. Dobro je
poznato da oleinska kiselina deluje protivupalno, ¢ime se smanjuje rizik od kardiovaskularnih
poremecaja, insulinske rezistencije, oksidativnog stresa, ateroskleroze i upale, a za upalu se odavno
zna da ima znacajnu ulogu u karcinogenezi (325). Medutim, jedno istrazivanje je pokazalo da
oleinska kiselina podsti¢e rast tumora debelog creva verovatno mehanizmima koji ukljucuju
povecanje oksidacije masnih kiselina i poremec¢aj membranskih enzima (329). S druge strane, vecina
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istrazivanja pruzila je dokaze da oleinska kiselina posebno reguliSe onkogene povezane sa
karcinomom. Rad Colomera i Menendeza pokazao je da izlaganje oleinskoj kiselini moze suprimirati
HER?2 na transkripcionom nivou tako S$to povecava ekspresiju Ets proteina PEA3, proteina koji se
vezuje za DNK 1 koji specifi¢no blokira aktivnost promotora HER2 u ¢elijskim linijama raka dojke,
jajnika 1 zeluca (330). Takode, dokazano je da oleinska kiselina indukuje apoptozu i ¢elijsku
diferencijaciju snizavanjem regulacije COX-2, $to dovodi do smanjenja ekspresije Bcl-2 (331).
Bioinformaticka analiza signalnih puteva potvrduje da je oleinska kiselina jedan od glavnih
snabdevaca za potpunu rekonverziju ¢elija raka u zdrave Celije creva u ¢elijskoj liniji Caco-2 (332).
Sve u svemu, znac¢ajno smanjenje sadrzaja oleinske kiseline u tkivu kolorektalnog karcinoma u naSoj
studiji potkrepljuje hipotezu da se ¢elije raka prebacuju na razlicite biosintetske puteve kako bi
stvorile raznoliku ¢elijsku rezervu lipidnih vrsta sa razli¢itim funkcijama potrebnim za rast tumora,
¢ime se smanjuje, izmedu ostalog, njena zastitna uloga u razvoju tumora (333).

Polinezasi¢ene masne kiseline (PUFA) predstavljaju masne kiseline koje u svojoj strukturi
sadrze viSe od jedne dvostruke veze. One su prisutne u svim membranama u ljudskim ¢elijama, ¢ime
se obezbeduje hidrofobna granica izmedu hidrofilnih odeljaka. Dve porodice PUFA n-3 i n-6 imaju
suprotne efekte. OpSte je poznato da n-3 PUFA i njihovi proizvodi pokazuju protivupalna svojstva,
dok n-6 pokazuju proinflamatorna svojstva. Sa time se slaZe vecina rezultata, medutim postoje studije
koje pokazuju drugacije ishode (334). Nasi rezultati ¢e verovatno doprineti ovom skupu prilicno
sloZenih i ne sasvim jasnih funkcija PUFA.

Razli¢ite studije su pokazale da se polinezasi¢ene masne kiseline razli¢ito metaboliSu u
zdravim i tumorskim ¢elijama; normalne ¢elije metabolizmom PUFA proizvode zastitne lipide, dok
¢elije tumora stvaraju toksi¢ne hidroperoksi masne kiseline (335, 336). Nasa studija pokazuje
povecan sadrzaj PUFA kod pacijenata sa KRK-om (312), §to su prethodno pokazali Berstad i kolege
kod mladih osoba sa kolorektalnim karcinomom (190). Pretpostavljamo da visestruke dvostruke veze
¢ine PUFA podloznijima oksidaciji, pa njihov porast u tumorskom tkivu dovodi do povecane
proizvodnje veoma proinflamatornih proizvoda. Iako, na prvi pogled, povecanje sadrzaja
eikozapentaenoinske (EPA) i dokozaheksaenoinske kiseline (DHA) u naSoj studiji treba posmatrati
kao adaptivnu i povoljnu promenu metabolizma PUFA u tumorskom tkivu, budu¢i da su visoko
oksidiraju¢e masne kiseline, njihov povecani sadrzaj moze dovesti do proinflamatorne aktivnosti i
moguceg kancerogenog efekta.

Nasi rezultati su pokazali znacajno vece nivoe omega-3 i omega-6 kiselina u tumorskom tkivu
u poredenju sa zdravim tkivom, ali je odnos omega-6/omega-3 bio znacajno ve¢i u zdravom tkivu
(312). Sli¢ni rezultati objavljeni su i ranije (190, 317, 337), medutim, vaznost odnosa n-6/n-3 nije
toliko velika, kako pretpostavljaju mnogi istrazivaci. UopSteno se veruje da je nizi odnos n-6/n-3
povezan sa smanjenim rizikom za mnoge poremecaje, ukljucujuci karcinom, $to je viSe puta
potvrdeno. Ipak, postoje studije koje osporavaju ovu tvrdnju (190, 338). Moramo biti veoma oprezni
pri tumacenju rezultata odnosa n-6/n-3; to moze biti izvor pristrasnosti, jer neki oksidacioni proizvodi
izvedeni iz n-6 mogu u stvari imati protivupalno dejstvo (339).

Dakle, po nasem misljenju, pouzdaniji pokazatelj inflamatornog statusa u odredenom tkivu je
odnos arahidonske i eikozapentaenoinske kiseline (AA/EPA) (312). U nasSoj studiji pokazali smo
znacajno povecanje ovog odnosa u tumoru, §to potvrduje da je inflamatorno okruzenje tumora
nezaobilazan faktor u neoplasticnom procesu, podsticuci proliferaciju, prezivljavanje i migraciju
malignih ¢elija.

Na jo$ jednu stvar se mora misliti pri tumacenju promena razliitih masnih kiselina u
malignom tkivu. Ljudima, kao i svim drugim sisarima, potrebne su esencijalne masne kiseline
(linolna 1 a-linoleinska kiselina) da bi se sintetisale druge PUFA. Medutim, PUFA iz ove dve klase
(n-6 1 n-3) konkuriSu za iste desaturaze i elongaze, Sto znac¢i da ishrana moZe snazno uticati na
koncentraciju jedne ili druge klase PUFA (340). To nije slu¢aj sa arahidonskom kiselinom, koja je
stroze regulisana i stoga manje varira u tkivu. Zbog toga sadrzaj arahidonske kiseline (AA) tacnije
odrazava proinflamatorni status karcinomskog tkiva.
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U naSem istrazivanju, zdrava sluznica imala je znacajno ve¢i nivo linolne kiseline u poredenju
sa tumorskim tkivom. Isti rezultat je prikazan za a-linoleinsku kiselinu, koja je zna¢ajno prisutnija u
zdravoj sluznici nego u tumorskom tkivu (312). Smanjenje ovih esencijalnih masnih kiselina
verovatno odrazava njihovu povecanuelongaciju u masne kiseline duzeg lanca u tumorskom tkivu. U
grupi n-6 kiselina,o-linoleinska kiselina je nepromenjena, ali su krajnji proizvodi, dihomo-y-linolna
kiselina, arahidonska kiselina i1 adrenska kiselina, znac¢ajno povecani. Isto se dogodilo u grupi n-3
kiselina; uprkos smanjenju a-linoleinske kiseline, EPA i DHA su povecani u tkivu kolorektalnog
karcinoma. Proinflamatorni status arahidonske kiseline je poznat, ali aktivnost produkta
njeneelongacije, adrenske kiseline, jo§ uvek nije poznata. Nedavna studija je iznela podatak da bi
adrenska kiselina mogla biti upalni pojaciva¢ kod nealkoholne masne bolesti jetre, pa ¢e na taj nacin
ubrzati upalni proces i kasnije razmnoZzavanje ¢elija karcinoma kod pacijenata sa KRK-om (341).

Tumacenje promena masnih kiselina u malignom tkivu moglo bi biti prilicno nezgodno. Do
sada utvrdene Cinjenice se revidiraju kako se akumuliraju rezultati razli¢itih eksperimenata i studija.
a-linoleinska kiselina, prekursor PUFA duzih lanaca (EPA i DHA), koje su poznate po svojim
zaStitnim efektima, pokazala je, u jednoj studiji, koja je koristila kulturu ¢elija karcinoma, da indukuje
ekspresiju gena MEK1 i MEKI1, oba pokretaca ¢elijske proliferacije (342). Takode, n-6 masne
kiseline se smatraju proinflamatornim. Jedna studija je pokazala da metabolit linolne kiseline, 13-S
HODE, sluzi kao signalni molekul povezan sa antikancerogenim svojstvima (343). Dalje, studija Das-
a 1 Madhavija pokazala je da i a-linoleinska kiselina 1 arahidonska kiselina ispoljavaju tumoricidno
dejstvo povecavajuci stvaranje slobodnih radikala 1 peroksidaciju lipida, te povecavajuci
unutarcelijsku koncentraciju lekova protiv karcinoma, u ¢elijama karcinoma grli¢a materice (335).

Slicno, promene u koncentraciji razli¢itth masnih kiselina znacajno se razlikuju medu
objavljenim rezultatima. U jednoj studiji je predloZena y-linoleinska kiselina kao potencijalni
biomarker KRK-a, jer je njena koncentracija promenjena rano u toku bolesti (323). Mi nismo pronasli
promene u sadrzaju iste masne kiseline. Rad Zhanga i njegovih kolega pokazao je znac¢ajno poveéanje
linolne n-6 masne kiseline u KRK tkivu, ¢iji je sadrzaj zavisio od stadijuma tumora (316). Nasa
studija nije pokazala promene u sadrzaju linolne kiseline i nismo utvrdili korelaciju izmedu njenog
sadrzaja 1 stadijuma tumora, ba$ kao §to je pokazano u prethodnim istrazivanjima (344). Takode,
potraga za specificnim biomarkerom kolorektalnog karcinoma dovela je do razlicitih sugestija. Jedna
od Cesto citiranih, je i predloZzena akumulacija palmitinske i palmitoleinske kiseline kao prilicno
pouzdanih biomarkera KRK-a (345). Mi nismo pronasli promene u sadrzaju ovih masnih kiselina u
tkivu KRK-a naSih pacijenata. Dakle, potraga za odgovaraju¢im, i klinicki korisnim lipidnim
biomarkerom zahteva doslednu i ponovljivu metodologiju kako birezultati mogli pouzdano da se
uporede.

Povezanost izmedu gojaznosti, visokog nivoa lipida u serumu i razli¢itih maligniteta je dobro
proucena (346). Takode je pokazano da lipidi u serumu imaju ulogu u etiologiji neoplazmi
gastrointestinalnog trakta (347). Sto se ti¢e nivoa TG u serumu i KRK-a, objavljeni rezultati su
razliCiti, bez odredene veze izmedu nivoa TG i rizika od nastanka KRK-a (339). U nasoj studiji, samo
su nivoi TG bili znacajno razlic¢iti, izmedu modifikovanih Astler-Coller stadijuma A i C, sa ve¢im
nivoima u stadijumu A (rezultati nisu prikazani) (312). Rezultati verovatno odrazavaju potroSnju
tumora u skladistima energije domacina. Takode je objavljeno da visi nivoi LDL-a pojacavaju crevnu
upalu i progresiju KRK-a, verovatno aktivacijom signalnog puta ROS-a i MAPK-a (346). Ovo je u
skladu sa naSim nalazima, gde su nivoi LDL seruma bili znac¢ajno veéi u stadijumu Mla nego u
stadijumu MO (rezultati nisu prikazani). Nismo pronasli korelaciju izmedu serumskih TG 1 bilo koje
od izmerenih masnih kiselina, ni u tumorskom tkivu ni u susednoj zdravoj sluznici; a drugi rezultati
u nasoj studiji nisu tako konkluzivni.

Nasi rezutati su pokazali znac¢ajno vece vrednosti SI u tumorskom tkivu u odnosu na zdravo,
dok na vrednosti SI nisu uticali pol, starost, stepen tumora, Astler-Coller stadijum i mucinozna
komponenta tumora (312). Medutim, pokazali smo znacajno vece vrednosti SI kod tumora sa
izrazenim peritumorskim limfocitnim odgovorom u odnosu na tumore sa odsutnim limfocitnim
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odgovorom, i kod tumora sa odsutnom venskom invazijom u odnosu na tumore sa prisutnom
venskom infiltracijom (312).

Razvoj karcinoma izaziva velike modifikacije lipidnog sastava membrane, §to uvek dovodi do
promena fizicko-hemijskih svojstava membrane. Medu njima su Cesto objavljivane promene u
sastavu membranskih lipida koje su dovele do promena fluidnosti membrane (348). Fluidnost
membrane je jedan od kljucnih parametara za fuziju membrane, jer odreduje pokretljivost lipida,
proteina i vode, dakle molekula koji saraduju u gradi i reorganizaciji, koja je potrebna i indukovana
fuzijom membrane. PoSto direktno zavisi od lipidnog sastava membrane, svaka promena
metabolizma lipida dovodi do promene fluidnosti membrane. Fluidnost membrane je kontrolisana od
strane viSe faktora koji ukljucuju odnos zasi¢ene i (mono)nezasi¢ene masne kiseline u ¢elijskom zidu,
odnosno Saturacionim Indeksom (SI). Poznato je da je stearinski 1 oleinski odnos (Saturacioni Indeks,
SI) smanjen u membranama nekih vrsta neoplasti¢nih ¢celija (349, 350), Sto nasa studija nije potvrdila,
ve¢ je dobila suprotne rezultate. Predlozena je pretpostavka da nezasi¢ene masne kiseline odrzavaju
strukturu, tj. fluidnost ¢elijske membrane, umanjujuéi razne biofizicke promene Stetnog dejstva, dok
zasi¢ene masne kiseline naruSavaju integritet membrana, odnosno povecavaju njenu rigidnost (351,
352). Nasi rezultati se mogu smatrati kao potvrda ove pretpostavke, jer uvecan SI indeks ukazuje na
povecano prisustvo zasi¢enih masnih kiselina 1 naruSena svojstva Celijske membrane tumorskih
¢elija. Suprotni rezultati iz prethodnih studija se odnose na ¢elije tumora jetre (349, 350), kao i na
uzorke urina, i na lipidni status membrane eritrocita malignih bolesnika (350, 353). Pretpostavka ovih
studija je da kod malignih pacijenata dolazi do povecane aktivnosti desaturaza, kao jedne od obelezja
metabolizma malignih éelija (353). Cak je i predlagano da se SI membrane eritorcita koristi kao
marker maligniteta, kako u dijagnostici, tako 1 u pracenju ovih pacijenata (349, 350, 354). U jednoj
studiji ova tvrdnja nije potvrdena kao pouzdan parameter, jer nije pokazana razlika u SI vrednostima
membrane eritrocita izmedu zdravih i malignih pacijenata (355).

Treba istaci da je, prema nasim saznanjima, ovo prva studija koja je istrazivala vezu izmedu SI i
peritumorskog limfocitnog odgovora i venske invazije (312). U naSem istrazivanju smo otkrili da je
grupa sa izrazenim peritumorskim limfocitnim odgovorom imala veée vrednosti SI, a grupa sa
odsutnom venskom invazijom takode je imala vece vrednosti SI. Generalno, izraZeniji peritumorski
limfocitni odgovor ukazuje na bolji imunoloski odgovor i bolju prognozu (356). Takode, venska
infiltracija je pokazatelj agresivnijeg tumora (357). Kada se uzmu u obzir ovi rezultati, vece vrednosti
SI u nasoj studijskoj grupi ukazuju na bioloski manje agresivan tumor i jac¢i imunoloski odgovor, §to
dovodi do moguce bolje prognoze.

S obzirom na sve, €ini se da je SI obecavajuéi parametar koji treba dodatno istraziti kako bi
se utvrdio njegov dijagnosticki i prognosticki znacaj (312).

Na osnovu rezultata velikog broja studija koje su do sad sprovedene, ukljucujuci i nasu,
postoji dovoljno dokaza da se kaze da promene u masnokiselinskom profinu igraju vaznu ulogu u
razvoju i progresiji kolorektalnog karcinoma. Medutim, sve ove studije se razlikuju u vrsti ispitivanih
¢elija (uzetih iz tumorskih uzoraka, ¢elijskih kultura, animalnih modela), u karakteristikama
pacijenata (pol, Zivotna dob) i u samoj metodologiji studije. Ve¢i studijski uzorak, sa ujednac¢enijom
metodologijom 1 tehnikama istrazivanja bi rezultirale u boljem razumevanju izmenjenog
metabolizma lipida u razvoju kolorektalnog karcinoma, §to bi vodilo ka poboljSanoj prevenciji,
dijagnozi i leCenju ovog karcinoma.

Nase istrazivanje je pokazalo zna€ajno vecu relativhu duzinu telomera (RTL) u tumorskom
tkivu u odnosu na RTL perifernih leukocita i na RTL zdrave mukoze, kaoi znacajno veéu RTL
perifernih leukocita u odnosu na zdravu mukozu. Takode jedan od znacajnih razlika koju smo
pokazali je kra¢a RTL kod tumora stadijuma C1 modifikovane Atler Coller skale u odnosu na ranije,
a 1 kasnije stadijuma, naime stadijum C1 je imao znacajno najkrace telomere.

Ovo je prva studija koja je ispitivala duzinu telomera u KRK-u u srpskoj populaciji. Detaljno

smo istrazili relativnu duzinu telomera (RTL) tumorskog tkiva KRK-a, susedne zdrave sluznice i
leukocita periferne krvi (PBL) u razli¢itim starosnim grupama, segmentima creva i stadijumima
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tumora. UobiCajena teorija i rezultati kazu da se sa svakom ponovljenom deobom ¢elija, Sto je
pogotovo izrazeno kod tumora, telomere skracuju, pa stoga tumorsko tkivo KRK, obi¢no u ranim
stadijumima, obi¢no ima kracu duzinu telomera u poredenju sa zdravim tkivom (32, 40). U naSoj
studiji, srednja vrednost RTL-a bila je znac¢ajno veca u tumorskom tkivu u poredenju sa susednom
zdravom sluznicom, ali je veéina uzoraka (66/111) imala zapravo duzu RTL u zdravoj sluznici, a
samo 45 uzoraka imalo je duzu RTL u tumorskom tkivu. Ovi rezultati su donekle uporedivi sa radom
Kroupe i saradnika (32), gde je 74% uzoraka imalo duzu RTL u zdravoj sluznici, a preostalih 26% je
imalo duzu RTL u tumorskom tkivu, medutim njegov krajnji rezultat ipak istie znacajno duze
telomere zdrave mukoze. S druge strane, drugi autori (358, 359) objavili su rezultate koji su pokazali
ili duze telomere u karcinomskom tkivu ili telomere bez zna€ajno razlicite duzine nego u polipima ili
normalnom tkivu u sluznici Zeluca i debelog creva. Jedna Spanska studija je izmerila apsolutnu duzinu
telomerai autori su otkrilikra¢e telomere u tumoru u poredenju sa zdravim tkivom (360). Ogranicenja
naseg istrazivanja su relativno mala veli¢ina uzorka i nejednaka distribucija razli€itih gradusa i
stadijuma tumora, sa veéim procentom uznapredovalih stadijuma. Pretpostavlja se da u svom
pocetnom periodu, brza podela tumorskih ¢elija dovodi do skra¢ivanja telomera, Sto se inace desava
prilikom ¢elijske deobe, ali da kasnije ¢elije karcinoma razvijaju razli¢ite mehanizme podmladivanja
telomera, pa se otuda duze telomere nalaze u naprednijim stadijuma tumora (32, 36, 42). Osim
pretpostavljenog podmladivanja telomera u tumorskim delijama, razlike u duzini telomera u
razli¢itim stadijjumuma se takode jo$ objasSnjavaju i razli¢itim molekularnim/epigenetskim
podtipovima tumora (32). Isti autori takode iznose mogucnost i da tumori sa duzim telomerama mogu
imati povecanu mogucénost napredovanja u vise stadijume bolesti nego tumori sa kratkim telomerama
(32). Ovo moze biti jedno od objaSnjena nasih rezultata i srednjih vrednosti telomera, jer pacijenti sa
naseg podrucja obi¢no zatraze medicinsku pomo¢ tek kada nastanu simptomi bolesti, i kada je bolest
ve¢ uznapredovala. A dosadasnji podaci u literaturi se slaZzu u tome da u naprednijim stadijumima
imamo, samo naizgled paradoksalno, duze, podmladene telomere.

Takode smo pokazali pozitivhu korelaciju izmedu relativne duzine telomera izmedu
tumorskog tkiva i zdrave mukoze. Kako su u naSoj studiji pacijenti sami sebi bili kontrola, jer je tkivo
uzimano sa najudaljenijeg moguceg dela reseciranog creva, ovaj rezultat moze ukazivati da se
izmenjeni genetski mehanizmi razvijaju i u histoloski neizmenjenog tkivu kolorektuma.

Bez obzira na sve izneto, potrebna su dodatna istrazivanja, pre svega sa veéim brojem
pacijenata i ravnomernijom raspodelom po stadijumima tumora, kako bi se dobila jasnija slika o
duZini telomera i njenom znacaju u karcinogenezi i prognozi karcinoma kolona i rektuma

Nasa studija je pokazala znac¢ajno duzu RTL u uparenom tumorskom tkivu nego u PBL, a
telomere u PBL su bile znacajno duze nego u zdravoj sluznici kolona i rektuma; dok drugi autori nisu
pronasli znacajnu razliku u RTL -u izmedu ovih uzoraka (32), ili je RTL tumora bila kra¢a od duzine
telomera PBL (42). Jedna studija koja je merila apsolutnu duZinu telomera, otkrila je da su telomere
u PBL duZe i od tumora i od susedne zdrave sluznice, gde je duzina telomera tumora bila najkraca
(360). Posto se duzina telomera u PBL-u smatra adekvatnim prose¢nim predstavnikom duzine
telomera nemalignog tkiva (361), kao i dobrim merilom nagomilanog metabolickog stresa (360),
kori$¢enje njihovih vrednosti za gore navedena poredenja su krajnje opravdana. Razlika izmedu nasih
rezultata i rezultata drugih autora moze se objasniti karakteristikama uzorka naseg istrazivanja. Imali
smo viSe starijih pacijenata i ve¢i broj naprednijih stadijuma KRK-a u, $to je opet u skladu sa
radovima koji tvrde da je skradivanje telomera prisutno u ranim fazama karcinogeneze (362), a
produZenje je znak naprednijih stadijuma (363).

Ranija istrazivanja pokazuju paralelno skracivanje telomera u tumorskom tkivu i u PBL -u,
§to sve ukazuje na intenzivnu éelijsku proliferaciju. Sto se ti¢e nasih rezultata, mogli bismo
pretpostaviti da je, zbog naprednijih faza, RTL u tumorskom tkivu duZza, jer ¢elije uspevaju da
zaobidu problem skracivanja telomera nakon svakog ¢elijskog ciklusa; dok je RTL u PBL krac¢a zbog
oslabljenog imunoloskog odgovora sa napredovanjem maligne bolesti koja sve vise i1 viSe uti¢e na
sve sisteme u organizmu.
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Rezultati nase studije pokazali su da starost i pol nisu uticali na duzinu telomera u uzorcima
tkiva i leukocitima periferne krvi, jer nije bilo razlike izmedu bilo koje od ispitivanih grupa. Ovo se
protivi nalazima drugih studija (32, 42) koje su pokazale razlike u TL izmedu polova, ali jedna je
pokazala duze telomere kod Zena (42), a druga kod muskaraca (32). Svakako su potrebna dodatna
istrazivanja sa ve¢im grupama i preciznije uskladenim parovima kako bi se razjasnilo pitanje pola i
njegovog uticaja na duzinu telomera. Sto se ti¢e razlika u godinama, prethodni rezultati su pokazali
krace telomere u starijim grupama u odnosu na mlade pacijente (32, 37, 40, 42). Poznato je da se
tokom starenja i ponavljanja ¢elijske deobe telomere skracuju sa svakim ciklusom (40), Sto rezultati
prethodnih studija i potvrduju. Takode je poznato da u kasnijim fazama raka celije zaobilaze ovaj
problem, uglavnom zbog aktivacije TERT-a, te se telomere produzavaju (40). Budu¢i da su u nasoj
studiji prisutni viSe uznapredovali stadijumi KRK-a, i uzimaju¢i u obzir gore navedene ¢injenice, da
se uranim fazama KRK telomere skracuju, a kasnije produzavaju, kao i da se tokom starenja telomere
skra¢uju, mozda bi to moglo objasniti odsustvo razlika TL medu starosnim grupama u nasem uzorku
studije.

Ranije objavljeni podaci pretpostavljali su da bi karcinom kolona i karcinom rektuma mogli
biti odvojeni entiteti zbog razliCite dinamike skracivanja i stabilizacije telomera u svojoj
karcinogenezi, $to takode moze biti objasnjenje za loSiju prognozu raka rektuma od raka debelog
creva (37). Nekoliko radova je pokazalo krace telomere u proksimalno lociranim tumorima u
poredenju sa onima koji su locirani distalnije (32, 37, 42). Nasi rezultati se, s druge strane, ne
poklapaju sa ovim prethodnim nalazima. U naSem istrazivanju lokalizacija nije uticala na duzinu
telomera u tumoru. Kada smo uzeli u obzir lokalizaciju tumora prema vodi¢u americkog udruzenja
patologa (prepoznaje 13 lokalizacija), lokalizacija nije uticala na duzinu telomera, kada smo grupisali
ove lokalizacije prema embrioloSkom poreklu kolona/rektuma (proksimalni kolon, distalni kolon,
analni kanal), takode nismo dobili razliku u duzini telomera. Isto tako, kada smo uzeli u obzir samo
kolon i rektum kao dve moguce lokalizacije, takode nije pokazana znacajna razlika u duzini telomera.
Uocene razlike o uticaju mesta tumora i RTL, se mozda mogu objasniti razli¢itom veli¢inom uzorka,
nacinom merenja duzine telomera i razli¢itom distribucijom pacijenata po godinama i stadijumom
tumora. Zakljucak do kojeg smo mi dosli je zapravo zakljuCak koji se ponavlja i u prethodnim
studijama, a to je da su potrebna dodatna istrazivanja kako bi se razjasnilopitanje odnosa duzine
telomera 1 lokalizacije KRK. Odgovor bi verovatno mogao biti od pomo¢i u boljem razumevanju
porekla KRK-a i u pronalaZenju novih anti-neoplasti¢nih strategija.

Reakcije ¢elija imunskog sistema unutar tumora i na njegovoj granici sa zdravim tkivom,
predstavljaju manifestaciju adaptivnog antitumorskog imunog odgovora (364). Prethodne publikacije
su pokazale da je prisustvo imunoloskih ¢elija duz granice infiltracije brojnih tumora i unutar tumora
povezano sa boljim imunoloskim odgovorom, boljom prognozom i duZzom ukupnom stopom
prezivljavanja (365-367). NasSe istrazivanje nije pokazalo vezu izmedu intratumorskog limfocitnog
odgovora ili peritumorskog limfocitnog odgovora sa jedne strane i duzine telomera u perifernim
leukocitima, tumorskom tkivu ili zdravoj sluznici sa druge strane. Za sada se moZze samo pretpostaviti
kakva je prava priroda veze izmedu izraZzenog intratumorskog limfocitnog odgovora ili
peritumorskog limfocitnog odgovora i1 relativne duzine telomera u perifernim leukocitima,
tumorskom tkivu i zdravoj sluznici. Prethodni podaci o TIL-u i RTL-u kod pacijenata sa KRK-om su
relativno oskudni. Jedna Svedska studija je istakla da su pacijenti sa izrazenijim intratumorskim
limfocitnim odgovorom imali znacajno kra¢u duZinu telomera u leukocitima periferne krvi, dok su
pacijenti sa duzim telomerama u perifernim leukocitima imali nizi stepen TIL-a (41). Na osnovu te
studije (41), i prethodne studije istih autora (368), predlozena je hipoteza da se manje aktivan imunski
sistem manifestuje smanjenjem proliferacije leukocita, manjim skra¢ivanjem telomera i nizim
nivoima TIL-a. Sve ovo ¢e dovesti do manje efikasnog imunoloskog odgovora usmerenog na tumor
1loSije prognoze (41, 368). Ovakvi rezultati se ipak ne mogu u potpunosti objasniti, dok se ne razmotri
1 uticaj razlicitih faktora od interesa, poput veli¢ine uzorka, raspodele stadijuma tumora, itd...
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Koliko je nama poznato, naSa studija je prva koja je ispitivala vezu izmedu perifernog
limfocitnog odgovora i relativne duzine telomera. Kao i kod TIL-a, ni u ovom slucaju nismo pronasli
znacajnu razliku ni u jednoj od ispitivanih grupa. Kao Sto su Svedski autori pretpostavili za TIL (41),
ista pretpostavka moze biti primenjena i na odnos perifernog limfocitnog odgovora i relativne duzine
telomera kod KRK. Svakako su potrebna dodatna isptivanja kako bi se razjasnio ovaj odnos, koji ¢e
bez sumnje rasvetliti barem deo patogeneze kolorektalnog karcinoma

Prethodni radovi su izmerili krace telomere u infiltrativnim tumorima u poredenju sa drugim
tipovima konfiguracije tumora (42). U naSoj studiji nije bilo razlika u RTL izmedu razli¢itih tipova
konfiguracije tumora. Infiltrativni tip tumora obi¢no znaci agresivnije ponasanje sa veéim
proliferativnim kapacitetom (369), a kod takvih tumora ocekuju se krace telomere, na osnovu
prethodnih studija (42). Razlika izmedu naSih i rezultata drugih studija mogla bi se objasniti
razli¢itom konfiguracionom klasifikacijom koja se koristi, jer jo$ nije postignut jedinstven dogovor
patologa popitanju klasifikacije kolorektalnog karcinoma prema njegovoj konfiguraciji, ali je u svim
podelama uvek prisutan infiltrirajuci tip (369).

Sto se ti¢e stepena diferencijacije tumora i njegove mucinozne komponente, rezultati su
razliciti (32, 42). Mi nismo pronasli znac¢ajnu razliku izmedu ovih grupa, poput Mzahme i saradnika
(42), dok sa druge strane, istrazivanje ¢eskih autora nije otkrilo znacajnu razliku izmedu grupa sa
razli¢itim stepenom diferencijacije tumora, ali je prikazalo znacajno krace telomere u grupi sa
izrazenom mucinoznom komponentnom tumora (32). Ovde se postavlja pitanje uporedivosti ovih
rezultata, jer smo mi koristili klasifikacioni sistem sa Cetiri stepena diferencijacije tumora, a autori
ove druge dve spomenute studije su koristili dvo- ili trostepene sisteme klasifikacije. Sto se tice
mucinozne komponente, druge dve studije su podelile tumor na mucin pozitivne i mucin negativne,
a mi smo, s druge strane, podelili tumore na one koji imaju viSe od 50% mucinozne komponente i na
one koji imaju manje od 50% mucinozne komponente, i nismo nasli zna¢ajnu razliku izmedu ovih
grupa, kao ni znacajnu korelaciju izmedu RTL i mucinozne komponente. Mucinozna komponenta je
oznacCena kao karakteristika tumora sa mikrosatelitnom nestabilno$cu, koji se prema nekim autorima
¢eS¢e nalaze u proksimalnom crevu, ali su do danas dokazi o povezanosti RTL-a i mucinoznoj
komponenti KRK-a i dalje nekonkluzivni (32), te su potrebne dodatne studije.

Limfo-vaskularna i perineuralna invazija su pokazatelji agresivnijih tumora, loSije prognoze
1 krac¢eg prezivljavanja (370, 371). U tom svetlu, i na osnovu dosadasnjih saznanja, pretpostavlja se
da tumori sa ovim karakteristikama imaju krace telomere u ranijim fazama, a duze u kasnijim fazama.
Mzahma je otkrio da je odnos duzine telomera u tumorskom tkivu i leukocitima periferne krvi
postajao veci kod pacijenata sa kasnijim fazama KRK, sa prisutnim metastazama, vaskularnom i
perineuralnom invazijom (42), $to je u skladu sa radovima drugog autora (40), koji su prijavili duzu
RTL u vise uznapredovalim stadijumima KRK-a, budu¢i da je kasnije u evoluciji tumora skra¢ivanje
telomera zaobideno uz pomo¢ aktivnosti TERT-a. Kada smo analizirali uzorke naSih pacijenata,
nismo pronasli statisticki znacajnu razliku u RTL izmedu bilo koje od ovih grupa, Sto bi se, opet
moglo objasniti relativno malim grupama pacijenata i njihovom neravnomernom distribucijom po
stadijumima KRK-a, godinama i po polu.

Koliko znamo, nije bilo prethodnih publikacija u vezi sa tumor badingom, ili tumorskim
depozitima i telomerama kod pacijenata sa KRK-om. Tumor bading, ili pupljenje tumora,
predstavljaju ,,izdanke* tumora, od jedne do pet ¢elija, koje su odvojene od glavne tumorske mase,
dok su tumorski depoziti agregati tumora, odvojeni od glavnog tumora, bez rezidualnog tkiva limfnih
¢vorova, a nalaze se u podrucju limfo-vaskularne drenaZze tumora. Do sada je znacaj tumor badinga
(372) i tumorskih depozita (373) kod pacijenata sa KRK-om bio povezan sa loSijjom prognozom za
svaki TNM stadijum, u poredenju sa pacijentima u istom stadijumu TNM-a bez tumora badinga ili
tumorskih depozita. Uzimajuéi to u obzir, mozemo spekulisati da bi bading i depoziti, markeri
agresivnijeg ponasanja tumora, mogli biti povezani sa brzom proliferacijom celija i stoga kra¢im
telomerama u ranim fazama KRK-a, i duzim telomerama u kasnijim fazama, u odnosu na iste faze
bez badinga i1 depozita; buduci da su prethodne studije pokazale da se telomere skra¢uju u ranim
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fazama i1 produzavaju u kasnijim fazama bolesti (40). Nasa studija nije otkrila znacajnu razliku u
duZini telomera izmedu grupa sa i bez tumor badinga/tumorskih depozita; pa nasa pretpostavka tek
treba da se dokaze ili odbaci u budu¢imistrazivanjima.

Kao $to je ve¢ ranije pomenuto, na pocetku karcinogeneze, telomere se skracuju (362), a kako
karcinom raste i razvija se, telomere postaju sve duze aktiviranjem TERT-a (363). Ovo je razlog zasto
pocetni stadijumi KRK-a imaju krace telomere od kasnijih stadijuma (32, 42). Jedna od ovih studija
nije pronasla znacajnu vezu izmedu RTL-a i T ili N stadijuma tumora (42). Takode, jedno drugo
istrazivanje nije naslo znacajnu razliku u duzini telomera, pri uporedivanju samo N pozitivnih i N
negativnih grupa, ali je u ovoj studiji merena apsolutna duZina telomera (360). Verovatno je potrebno
vise ,,stejdzing* faktora (parametara koji se koriste za odredivanje stadijuma), kako bi se ustanovila
prava priroda odnosa izmedu RTL i KRK stadijuma, pa iz tog razloga svaki faktor zasebno nije
pokazao nikakav znacaj, ali zajedno stvari postaju jasnije. NaSi rezultati su u skladu sa ovim
rezultatima, jer takode nismo pronasli znacajnu razliku izmedu T stadijumima, ni medu N stadijuma,
kada se pojedina¢no uporede sa duzinom telomera, ali kada smo uporedili RTL u modifikovanim
Astler-Coller stadijumima, pojavile su se neke statisticki znacajne razlike. Modifikovani Astler-
Coller stadijum C1 imao je najkra¢e RTL 1 bio je znatno kraci od bilo kog drugog stadijuma (A, B1,
B2, C2, C3 i D), a izmedu bilo koja druga dva nije bilo znacajnih razlika. Pretrazuju¢i literaturu,
nismo pronasli nijedno istrazivanje koje uporeduje duzinu telomera u Astler-Coller stadijumima, ali
buduéi da je ovaj sistem odredivanja stadijuma modifikacija prethodno koris¢enog Djuksovog
sistema, rezultati istrazivanja koji su koristili ovaj sistem mogli bi biti uporedivi. U radovima koji
koriste Djuksov sistem (374, 375), kasniji stadijumi imali su duze telomere i pove¢anu aktivnost
telomeraze, §to je u skladu sa novijim studijama koje koriste AJCC/UICC sistem (32, 42).

Na osnovu nasih rezultata, mogli bismo re¢i da C1 stadijum predstavlja, mozda, prekretnicu
u kojoj se skracivanje telomera zaustavlja i pocinje produZenje; a to je u skladu sa prethodnim
nalazima, koji su naveli pocetno skracivanje i1 kasnije produzenje telomera (32, 42, 362).
Principijelno, duzina telomera se smanjivala pocevsi od A stadijuma do C1, a potom su se telomere
produzavale kako je stadijum tumora progredirao. Upravo ovo nas je navelo da zakljucak da ovaj
stadijum predstavlja prekretnicu kada tumor prevazilazi problem skraéivanja telomera prilikom
repetitvnih deobi, mehanizmima o kojima se i dalje diskutuje u literaturi, i uspeva da izbegne
apoptozu prouzrokovanu kriticno kratkom duzinom telomera.

U naSem istrazivanju smo zakljucili da postoji znacajna razlika u IC spektrima zdravog i
bolesnog tkiva. Dobijeni spektri su pokazivali odredene pikove. Pomocu kompjuterskih programa
izraCunate su povrSine ispod tih pikova koji su se nalazili u Cetri oblasti sledec¢ih talasnih brojeva:
oblast I (1128-1205) cm-1, oblast IT (1722-1795) cm-1, oblast IIT (2750-3055) cm-1 i oblast IV (1483-
1722) cm-1. Sada ¢emo prodiskutovati sve Cetiri oblasti pojedinacno i razmotriti faktore koji su mogli
da dovedu do promene u malignom tkivu.

Povrsina I: Proucavanje ovog frekvencijskog opsega ukazuje na znacajne razlike infracrvenog
spektra zdravog i bolesnog tkiva debelog creva. U ovoj oblasti se javljaju pikovi koji odgovaraju
simetricnim 1 asimetricnim vibracijama —PQO> funkcionalne grupe. Fosfati su zastupljeni u
nukleinskim kiselinama, kao i membranskim fosfolipidima. Na osnovu poredenja sa relativnim
intenzitetima ostalih gradivnih grupa fosfolipida, zaklju€ujemo da fosfodiestarski delovi nukleinskih
kiselina daju dominantan doprinos IC spektru u ovom frekvencijskom opsegu. U malignom tkivu
vodoni¢na veza izmedu atoma kiseonika i fosfatne baze u nukleinskim kiselinama je jaca, §to
uslovljava da se traka koja poti¢e od ovih vibracija pomera ka ve¢im talasnim brojevima u odnosu na
traku kod zdravog tkiva. Smanjenje intenziteta trake upucuje na smanjen sadrzaj fosfata u malignom
tkivu debelog creva, §to je verovatno posledica smanjene koli¢ine ugljenih hidrata. Traka relativno
slabog intenziteta na 1164 cm™ (u normalnom tkivu) se pripisuju vibracijama —C-O grupe prisutne u
proteinima. U malignim tkivima traka ove vibracije menja svoj oblik i polozaj maksimuma pika,
pomerajuéi opseg u kome se javlja ova traka na viSe vrednosti. Ona je sada razdvojena na dva
maksimuma, jedan ka nizim frekvencijama, a drugi ka visim frekvencijama. Nizefrekventna traka je
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posledica apsorpcije IC zracenja —C-O grupe koja ucestvuje u gradenju vodonine veze, a
viSefrekventna traka je prisutna kao posledica prisustva —C-O grupe koja nije vezana vodoni¢nom
vezom. Prisustvo dve trake, pomerene ka viSim frekvencijama, a mnogo manjeg intenziteta su
nedvosmislen pokazatelj da vec¢ina vodoni¢nih veza u proteinima malignog tkiva vise nije postojana.
Ovo ukazuje na promene u strukturi aminokiselina kao $to su tirozin, serin i treonin (145, 376, 377).
Takode, u ovom intervalu se javljaju i trake od apsorpcije lanca acil grupe iz membranskih lipida.
Uzimajuéi u obzir odnos relativnog intenziteta vibracija —C=0 1 —C-O zakljucujemo da je apsorpcija
acil grupe zanemarljiva (378). U oblasti oko 1160 cm™ se javljaju i grupne vibracije —C-H
funkcionalne grupe koja je prisutna u lancima ugljenih hidrata (377).

PovrSina II: Prisustvo intenzivnog, oStrog pika u ovoj oblasti je veoma dobar indikator
zdravog tkiva. U naSim uzorcima on se javlja kod svih pacijenata, osim kod pacijenata 2 i 4. Kod
malignog tkiva, vibraciona struktura spektra se znac¢ajno naruSava, a intenzitet trake se hipohromno
pomera. Maksimum vibracione trake na talasnom broju 1743 cm™ se pripisuje vibraciji karbonilne
funkcionalne grupe —C=0, koja je prisutna u lipidima, kao deo nezasi¢enih masnih kiselina. Kod
malignog tkiva ova traka viSe nema izrazen apsorpcioni maksimum, a oblast frekvencija u kom se
javlja se pomera ka ve¢im talasnim brojevima. Uzevsi u obzir proporcinalnost konstante sile veze i
frekvencije kojom vibriraju atomi koji grade tu vezu mozemo zakljuciti da je u malignom tkivu —
C=Oveza jac¢a. Moze se pretpostaviti da je uzrok tome manji broj vodoni¢nih veza, koje bi odvlacile
naelektrisanje sa atoma kiseonika i slabile vezu u karbonilnoj grupi (377).

Povrsina III: Ovo je oblast najvecih frekvencija, na kojima se javlja apsorpcija infracrvenog
zracenja od strane biomolekula prisutnih u tkivu debelog creva. U zdravom tkivu to je dublet velikog
intenziteta. Kod malignog tkiva intenzitet trake primetno slabi. Ovo je oblast u kojoj apsorbuje —C-
Hgrupa. Maksimum na talasnom broju2850 c¢cm se pripisuje simetri¢nim istezanjima —CH> u
metilenskim lancima koji grade membranske lipide. Drugi pik, na nesto vecoj frekvenciji2960 cm'!
poti¢e od asimetri¢ne istezu¢e vibracije —CH3 (metilenske) funkcionalne grupe. Metil grupe na
krajevima lanaca membranskih lipida, kao i one u proteinima imaju otprilike istu oblast apsorpcije
IC zragenja, §to znadi da podjednako doprinose intenzitetu trake na 2960 cm™!. Sa spektara malignog
tkiva je uocljivo da se oblast u kojoj se javlja traka vibracije metil grupe neznatno smanjuju, dok se
oblast frekvencija metilenske grupe povecava. To ukazuje da je u malignom tkivu veéi broj metil
grupa u odnosu na broj metilenskih grupa. Metilenska grupa se u biomolekulima uglavnom javlja kao
most izmedu dva lanca, tako da odreduje nacine vezivanja lanaca i konformacije biomolekula.
Zakljucak je da je struktura metilenskih lanaca, koji grade lipide neuredenija kod malignog tkiva,
nego kod zdravog tkiva (379).

Povrsina IV: U oblasti ovih frekvencija spektar malignog tkiva pokazuje suprotno ponaSanje
od spektara prethodne tri oblasti. Intenzitet apsorpcije malignog tkiva, u ovom intervalu je ve¢i nego
kod zdravog tkiva. Ovo je oblast apsorpcije amidne grupe. Na talasnom broju 1550 cm™! se javlja
amid II traka, a na 1643 cm™'amid I traka. Znatno ve¢i intenzitet ovih traka pokazuje da maligno tkivo
sadrzi ve¢i broj aminokiselina, odnosno proteina, koji su od njih izdradeni (376).
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6. ZAKLJUCCI
Na osnovu rezultata sprovedenog istrazivanja, mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1. Mi smo pronasli znacajne promene u koncentracijama natrijuma, kalijuma, magnezijuma,
kalcijuma, bakra, cinka, selena, mangana, kadmijuma, hroma i zive u tumorskom tkivu kolorektalnog
karcinoma u odnosu na zdravu mukozu. Naime, u tumoru su znacajno vece koncentracije kalijuma,
magnezijuma, bakra, selena 1 kalcijuma, dok su natrijum, cink, kadmijum, ziva i hrom u znacajno
manjoj koncetrciji u odnosu na zdravo tkivo. Ostali ispitivani elementi, mangan, gvozde, aluminijum,
olovo, uranijum, arsen, kobalt, nikl i kalaj, nisu pokazali zna¢ajnu razliku u koncetracijama. Pokazali
smo da je odnos bakar/cink znacajno ve¢i u tumorskom tkivu nego u zdravoj mukozi, kao i da
pacijenti u vise uznapredovalim stadijumima karcinoma takode imaju veéi odnos bakar/cink. Zato
predlazemo potencijalni znacaj odnosa bakar/cink kao prognostickog faktora za invazivnost i
progresiju kolorektalnog karcinoma.

2. Nase istrazivanje je pokazalo znacajno vece koncentracije malondialdehida u tumorskom
tkivu u odnosu na zdravu mukozu, dok nije bilo razlike u koncentracijama, tj. aktivnosti katalaze ni
u koncentracijama azot monoksida. Takode smo pokazali znacajno veée koncentracije serumske
mokracéne kiseline kod musSkaraca u odnosu na Zene, i pozitivnu korelaciju nivoa serumske mokraéne
kiseline sa relativnom duZinom telomera u leukocitima periferne krvi.

3. Nase istrazivanje je pokazalo znacajne razlike u sastavu masnih kiseline izmedu tumorskog
tkiva 1 zdrave mukoze.
- nije bilo razlike u koncentracijama palmitoleinske kiseline izmedu tumorskog tkiva i zdrave
mukoze, ali je to jedina masna kiselina ¢iji je sadrzaj zavisio od stadijuma tumora.
- pokazali smo znac¢ajno veéi odnos AA/EPA u tumorskom tkivu, Sto potvrduje da je inflamatorno
okruzenje tumora nezaobilazan faktor u neoplasticnom procesu, podsticu¢i proliferaciju,
prezivljavanje i migraciju malignih ¢elija. Zato predlazemo AA/EPA odnos kao pouzdaniji pokazatelj
inflamatornog statusa tumora i njegove progresije.
- ve¢e vrednosti saturacionog indeksa govore u prilog bioloski manje agresivnog tumora i jaceg
imunskog odgovora.

4. NaSe istrazivanje je pokazalo da su najduze telomere u tumorskom tkivu, znac¢ajno duze
nego u zdravoj mukozi i leukocitima periferne krvi, dok su najkrace telomere bile u zdravoj mukozi.
Uzimajuéi u obzir stadijum tumora, C1 gradus modifikovane Astler-Coller skale je pokazao najkrace
telomere u odnosu na viSe i1 nize stadijume. Takode smo pokazali pozitivnu korelaciju izmedu
relativne duZzine telomera izmedu tumorskog tkiva i zdrave mukoze. Osim toga smo pokazali i
negativnu korelaciju izmedu relativne duzine telomera izmedu leukocita periferne krvi i godina zivota
pacijenata.

5. Patohistoloski mikrografi su digitalizovani, izdvojena su jedra ¢elija iz tumorskog tkiva
kolorektalnog karcinoma, kao i iz zdrave mukoze, i podvrgnuta kvantitativnoj karakterizaciji
strukturnih i teksturnih parametara hromatina. Uocene su znacajne razlike u vrednostima pojedinih
parametara izmedu prvog i drugog stadijuma sa jedne strane, i treeg i posebno Cetvrtog sa druge.
U prvom i drugom stadijumu bi se lako moglo automatski izdvojiti tumorsko tkivo odnosno zdrava
mukoza, dok, posebno u Cetvrtom stadijumu, karakterizacija daje slican rezultat i za tumorsko tkivo
1 za zdravu mukozu.

6. Prikazane su razlicite spektralne karakteristike zdravog i kancerogenog tkiva u nasem

istrazivanju. Na osnovu toga, u malignim tkivima prisutna je manja koli¢ina lipida, kao i nukleinskih
kiselina, dok se koli¢ina prisutnih molekula proteina uvecéava.
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7. Promene u sastavu elemenata, proinflamatornih parametara, masnih kiselina i telomera,
koje je ovo istrazivanje pokazalo, jasno ukazuju da je tkivo kolorektalnog karcinoma metabolicki
veoma aktivno i izmenjenih fizioloskih procesa. Rezultati koje smo mi dobili ¢e doprineti boljem
razumevanju svih ovih promena. Veoma je vazna dalja i detaljna karakterizacija tumorskog tkiva
kolorektalnog karcinoma, sve do molekularnog nivoa. Sa boljim razumevanjem ovih procesa pruzice
se nove mogucénosti u ranijoj dijagnostici i efikasnijem leCenju pacijenata, Sto je 1 na§ osnovni cilj.
Kao relativno novu metodu izneli smo i infracrvenu spektroskopiju, koja se namece kao nov alat u
ranom otkrivanju kolorektalnog karcinoma, ne samo u laboratorijskom, ve¢ i u klini¢kom radu.
Dodatno, ispitali smo moguénost upotrebe strukturnih i teksturnih parametara jedara ¢elija, kako u
tumorskom tkivu tako i u zdravoj mukozi, za raspoznavanje tkiva i stadijuma. Ove metode bi se
mogle primeniti u kompjuterizovanom pregledu histopatoloSkih mikrografa.
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Lista skracenica

5-FU- 5-fluoro uracil

AJCC- American Joint Committee on Cancer

ALDH- alkoholna dehidrogenaza

ALP- alkalna fosfataza

ALT- alanin aminotransferaza

APC- Adenomatous polyposis coli

aPTT R- activated partial thromboplastin time ratio - odnos aktiviranog parcijalnog
tromboplastinskog vremena

aPTT- activated partial thromboplastin time - aktivirano parcijalno tromboplastinsko vreme
AST- aspartat aminotransferaza

BMI- body mass index

BRAF- B-Rapidly Accelerated Fibrosarcoma

CA 19-9- Carbohydrate antigen 19-9

CEA- carcinoma embrional antigen

CIMP- CpG island methylator phenotype

CIN- Chromosomal instability

CLR- Crohn like response (peritumorski limfocitni odgovor)
CRP- C reaktivni protein

DNK- Dezoksi-ribo-nukleinska kiselina

EGFR- epidermal growth factor receptor

Er- eritorciti

FAP- Familijarna adenomatozna polipoza

FIT- Fecal Immunochemical Test

FOBT- Fecal Occult Blood Test

FTIR- Fourier-ova infracrvena spektroskopija

GDP- guanozin difosfat

GGT- gama-glutamil transpeptidaza

GTP- guanozin trifosfat

HBG- humani beta globin

HBV- hepatitis B virus

Hct- hematocrit

HCV- hepatitis C virus

HDL-holesterol- High-density lipoprotein - lipoproteini velike gustine
Hgb-hemoglobin

HIV- human immunodeficiency virus

IBD- inflamatorne bolesti creva

IG- Immature Granulocytes

IG- Immature Granulocytes

IGF 1- insulin like growth factor 1

IHR- Indeks humanog razvoja

IL-6- interleukin 6

INR- international normalised ratio

IR- infracrvena

K-ras- Kirsten rat sarcoma

KBC- Klini¢ko bolni¢ki centar

KRK- kolorektalni karcinom

LDH- laktatat dehidrogenaza

LDL — holesterol- low-density lipoprotein - lipoproteini male gustine
Le- leukociti

LOH- loss of hterezigosity



MAC- Modified Astler-Coller

MCH- mean corpuscular hemoglobin - prose¢na koli¢ina hemoglobina u eritrocitu
MCHC- mean corpuscular hemoglobin concentration - srednja koncentracija hemoglobina na
decilitar eritrocita

MCV- Mean corpuscular volume - prosecna zapremina eritrocita

MDA - malondialdehid

MET- Metabolic Equivalent of Task

MGMT- O-6-Methylguanine-DNA Methyltransferase

MLH 1- MutL homolog 1

MMR - mismatch repair

MPV- mean platelet volume - prose¢na zapremina trombocita

MSI- Microsatelite instability

MSP- mikrospektroskopija

MUFA-monounsaturade fatty acids

MYH- Mut Y homolog

NMR- nuclear magntic resonance

NNPKK- nasledni nepolipozni karcinom kolona

NOS- NO sintaza

PBL- peripheral blood leucocytes

PCT- plateletcrit - procenat krvi koji zauzimaju trombociti

PDW- platelet distribution width - raspodela trombocita po zapremini

PMS 2- Postmeiotic segregation increased 2

PUFA-polyunsaturated fatty acids

RDW CV- red cell distribution width coefficient of variation - raspodela eritorcita po zapremini
koeficijent varijacije

RDW SD- red cell distribution width standard deviation - raspodela eritorcita po zapremini
standardna devijacija

RT PCR- real-time polymerase chain reaction

RTL- relative telomere length

SAD- Sjedinjene Americ¢ke Drzave

SAT- subcutaneous adipose tissue

SFA- saturated fatty acids

SZO- Svetska zdravstvena organizacija

TBA- tiobarbiturnom kiselinom

TCA- trihlorsiréetna kiselina

TIBC- total iron-binding capacity - ukupni kapacitet vezivanja gvozda

TIL- intratumorski limfocitni odgovor

TNEF- tumor necrosis factor

TNM- tumor, nodusi, metastsaze

Tr- trombociti

UIBC- unsaturated iron-binding capacity - nezasi¢eni kapacitet vezivanja gvozda
UICC- Union for International Cancer Control

VAT- Visceral adipose tissue

WC- waist circumference
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obpaszay uzjase o aymopcmey

H3zjasa o ayropcTBYy

Nwme u npezume ayropa: Josan T. Jynocku
bpoj unnekca: ®H-12/15
NsjaBbyjem
Jla je TOKTOPCKa AUCepTallrja Mo HACIOBOM
»DHOXeMHjCKAa KAPAKTEePHU3alHja TYMOPCKOT TKMBA KOJOPEKTAJIHOI KapIUHOMa”
e PE3yJTaT CONCTBEHOI UCTPAKUBAYKOT PAsa;
e Ja UcepTalyja y UEJWHU HU y JAeJIOBUMA HHje OMiia MpeuiokKeHa 3a CTULAbe IpyTe
JUIIIIOME TIpeMa CTYJIUjCKUM MPOrpaMUMa JPyTrUX BUCOKOIIKOJICKHX YCTaHOBA,;

e Jla Cy pe3yiTaTu KOPEKTHO HaBEeICHHU U
e Jla HUCAM KpUIMO/Ja ayTOpPCKa MpaBa U KOPUCTHO/JIa UHTEICKTYAIHY CBOJUHY APYTHX JIUIIA.

V¥ beorpany, 28.06.2022. rox. ITornuc ayropa




obpaszay uzjase 0 UCMOBEMHOCU WMAMNAHe U el1eKMPOHCKe 8ep3uje O0OKMOPCKO2 paod

M3jaBa 0 NICTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT pajaa

Nwme u npezume ayropa: Josan T. Jynocku

bpoj unnekca: ®H-12/15

Cryaujcku nporpam: MU3N0I0LIKE HAYKE

Hacnos pana ,,buoxemujcka kapakrepu3anuja TyMOPCKOI TKHBa KOJIOPEKTAJTHOT KapiuHoMa”
MenTtop npod. ap Cunsuo ne Jlyxa.

W3jaBibyjeM fa je mramiaHa Bep3uja MOr JJOKTOPCKOT pajia HCTOBETHA EIEKTPOHCKO] BEP3HUjH KOJY
caM Ipejao/ina paayu noxpamwuBama y JJMruTajHoM peno3uTopujymy YHusep3urera y beorpany.

Jlo3BoJpaBaM J1a ce 00jaBe MOjU JIMYHM MOJAIM BE3aHU 3a JI00Mjame aKaJeMCKOI Ha3HMBa JJOKTOpa
HayKa, Kao LITO Cy UM€ U Mpe3uMe, TOANHA U MeCTO pohema u aaTym oxdpaHe paja.

OBM JMYHHM TOAALM MOTy ce 00jaBUTH HAa MpPEKHHMM CTpaHULAMa JWUTUTAIHE OHOIMOTEeKe, Y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJlory M y nmyOnukanujama YHuBep3urera y beorpany.

V¥ beorpany, 28.06.2022. rox. ITornuc ayropa




obpazay uzjase o kopuuiherny

N3sjaBa o kopumhemy

Osgnanthyjem YHuBep3utercky 6ubimoreky ,,Cero3ap MapkoBuh® na 'y JIurutanHu peno3uTopujym
VYuusepsureta y beorpaay yHece Mojy TOKTOPCKY AUCEPTALH]y O] HACTOBOM:

»DHOXeMHjCKAa KAPAKTEePHU3alHja TYMOPCKOT TKMBA KOJOPEKTAJIHOI KapIUHOMa”

KOja je MOje ayTOPCKO JIEIIO.

Jlucepranyjy ca CBUM NPHUIIO3MMa MPeao/1a caM y eJIeKTPOHCKOM (hopMaTy MOTOJHOM 3a TPajHO
apXHUBUpamE.

Mojy IOKTOpCKY IucepTaluujy MoXpameHy y JIUrutajiHoM perno3uTopujymy YHHUBEp3UTETa Y
beorpany m nmoctynmHy y OTBOPEHOM INPHUCTYIY MOTY Ja KOPHUCTE€ CBH KOjU TOIITYjy oapende
cagpxkaHe y onabpanom tuny Junenne Kpeatusne 3ajennuiie (Creative Commons) 3a Kojy cam ce
OJUTY4HO/Ta.
1. AyropctBo (CC BY)
2. AytopctBo — HekomepuujaiaHo (CC BY-NC)

@yTOpCTBO — HekoMmepIjaiHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOopCcTBO — HEKOMEpIUjarHO — nenuTtu noj uctum yciosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 ipepaga (CC BY-ND)

6. AytopctBo — nenutu o uctum ycinosuma (CC BY-SA)

(Monmumo 1ia 3a0KpyKHTE camoO jeIHy O] IIeCT MoHyheHux yuueHnu. Kparak omnuc JUIEHIH je
CacTaBHHM JICO OBE U3jaBe).

¥ beorpany, 28.06.2022. rox. ITornuc ayropa




1. AyropcTBo. J{03BoJbaBaTe yMHOXKaBame, TUCTPUOYLIM]y U JaABHO CAOMILITABAkE Jeia, U Ipepase,
aKo ce HaBeJe MME ayTopa Ha HauuH oApeheH oj CTpaHe ayTopa WIM JaBaola JIMIEHIE, YaK U Y
KomepuujanHe cBpxe. OBo je HajcI000HUja O] CBUX JIUIICHIIH.

2. AyropcTBO — HekoMepuujajaHo. Jlo3BosbaBaTe yMHOXaBame, IUCTPUOYLHjy U jaBHO
CaoNINTaBamke Jiefia, U pepasie, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauuH ojpeleH o1 cTpaHe ayTopa Win
naBaolia auneHne. OBa JULEeHIa He 103B0JbaBa KOMEPIIHjaliHy yrnoTpely nena.

3. AyTopcTBO — HeKOMepUMjaaHo — 0e3 mpepana. /lo3BojbaBaTe YMHOXKABAE, AUCTPUOYIIH]Y U
JaBHO caoIllTaBame Jaeia, 6e3 mpoMeHa, IpeolIMKOBamba WIK yHoTpede Aena y CBOM Jely, ako ce
HaBe/le UMe ayTopa Ha HauuH oApeheH ox cTpaHe ayTopa wiu JaBaoua juieHie. OBa JUIeHIA He
7I03BOJbaBa KOMEpLHUjaIHy yHoTpeOy Aena. Y OJHOCY Ha CBE OCTalle JIMIICHIIE, OBOM JIMIIEHIIOM Ce
orpann4asa Hajehu oOuM mpasa Kopuirhemasena.

4. AYyTOpCTBO — HEKOMEPIHUjaJTHO — IeJIUTH NOJ UCTHM yCa0BUMA. J[03BOJbaBaTE YMHOXKABAE,
aUCcTpUOYLIMjy U JaBHO CaOIIIITaBake Jejia, U Pepajie, ako ce HaBee UMe ayTopa Ha HaYMH ofjpeheH
O]l CTpaHe ayTopa WM JjaBaolia JIMLEHIIE U aKo ce Mpepajia JUcTpuOyrpa moj UCTOM WIN CIUYHOM
munennoM. OBa TUIEHIA He J03BOJbaBa KOMEPLHUjAIHy ynoTpeOy Jea U npepaja.

5. AytopcTBo — 0e3 npepajaa. J[03BosbaBaTe yMHOXaBambe, JUCTPUOYLIU]Y U jaBHO CAOIIITABAE
nena, 6e3 mpomMeHa, npeoOIMKOBamka Ui yIoTpede /1ena y CBOM Jeiy, aKo Ce HaBesle UMe ayTopa Ha
HauuH oapeheH on cTpaHe ayTopa WiM jAaBaoua juneHie. OBa JHILEHIa 103B0JbaBa KOMEPIIM]jaTHY
ynotpely nena.

6. AyTOpPCTBO — 1eJIUTH NO/I HCTUM ycao0BUMa. [l03BoJbaBaTe yMHOXKaBambe, TUCTPUOYIIH]Y U jJABHO
CaoNINTaBamkEe Jieia, U pepasie, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauuH ojpeleH o1 cTpaHe ayTopa Win
JlaBaolia JIMLEHIIE ¥ aKO ce Mpepajia TUCTPUOyHpa MO UCTOM WM CIMYHOM JuieHioM. OBa JUIIeHIa
7103BOJbaBa KOMEpIIHMjalHy ynotpeOy nena u npepana. CinnyHa je cohTBEpCKUM JIUIEHIIaMa, OHOCHO
JUIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.



