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Uloga mikroRNK uklju¢enih u regulaciju TGFp signalnog puta u metastatskom kolorektalnom
karcinomu - funkcionalna analiza i odgovor na terapiju

Sazetak

Polovina pacijenata sa kolorektalnim karcinomom (CRC) ¢e tokom progresije bolesti razviti metastaze
(mCRC) koje odlikuje loSija prognoza i veéa stopa mortaliteta. TGFB signalni put i mikroRNK
(miRNK) molekuli imaju klju¢ne uloge u procesu patogeneze i metastaziranja CRC, kao 1 rezistenciji
na hemioterapiju. Svrha ovog istrazivanja je bilo ispitivanje uloge miRNK koje ucestvuju u regulaciji
TGFp signalnog puta u odgovoru na terapiju za leCenje mCRC, zatim njihovog prediktivnog i
prognostickog potencijala kod pacijenata sa metastazama CRC u jetri (CRLM) u okviru prospektivne
klini¢ke studije, i njihove funkcionalne uloge u procesima relevantnim za karcinogenezu i progresiju
CRC. Istrazivanje je obuhvatilo in silico pretragu miRNK koje regulisu 10 ¢lanova kanonskog TGFf
signalnog puta, pri ¢emu je identifikovano vise od 300 jedinstvenih miRNK, iz ¢ega sledi da je mreza
interakcija miRNK i TGFp signalnog puta veoma kompleksna. Pokazano je da pojedinacni i
kombinovani standardni hemioterapeutici za leCenje mCRC uticu na ekspresiju odabranih miRNK hsa-
miR-17-5p, hsa-miR-21-5p i hsa-miR-93-5p koje reguliSu najveci broj ¢lanova kanonskog TGFp
signalnog puta, i aktiviraju TGFp signalni put in vitro. Prospektivna klini¢ka studija je pokazala da
povisena ekspresija hsa-miR-93-5p u serumu ima potencijalni translatorni potencijal kao neinvazivni
prognosti¢ki biomarker za pojavu ranog recidiva bolesti kod ispitanika sa CRLM. Funkcionalnom
karakterizacijom je pokazano da hsa-miR-93-5p uti¢e na proces angiogeneze stimulacijom formiranja
tuba in vitro, ali da ne uti¢e na vijabilnost, ¢elijski ciklus, rezistenciju na 5-FU, anoikis i migraciju in
vitro, kao ni na rast tumora in vivo. Buduce studije sa ve¢im brojem pacijenata su potrebne kako bi se
validirali prikazani rezultati.

Kljuéne refi: TGFp signalni put, mikroRNK, hsa-miR-93-5p, metastatski kolorektalni karcinom,
metastaze kolorektalnog karcinoma u jetri, hemioterapija, prediktivni biomarker, prognosticki
biomarker

Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Molekularna genetika



The role of microRNAs involved in regulation of TGFp signaling pathway in metastatic
colorectal cancer - functional analysis and response to therapy

Abstract

Approximately half of colorectal cancer (CRC) patients will develop metastases (MCRC) during the
disease progression, which are characterized by worse prognosis and higher mortality rates. TGFf
signaling pathway and microRNAs (miRNASs) have key roles in pathogenesis and metastasis of CRC,
as well as in chemotherapy resistance. The aim of this research was to analyze the role of miRNAs
involved in regulation of TGFp signaling in response to therapy, their predictive and prognostic
potential in patients with CRC liver metastasis (CRLM) in a prospective clinical study, and their
functional role in processes related to CRC carcinogenesis and progression. The study included in
silico analysis of miRNAs which regulate 10 members of the canonical TGF signaling pathway, and
more than 300 unique miRNAs were identified, suggesting that the miRNAs and TGFp signaling
pathway network is very complex. It was showed that single and combined standard
chemotherapeutics used for the treatment of mCRC affect the expression of selected miRNAs hsa-
miR-17-5p, hsa-miR-21-5p, and hsa-miR-93-5p which regulate most members of the canonical TGFf
signaling pathway, and activate the TGFp signaling pathway in vitro. A prospective clinical study
showed that elevated serum hsa-miR-93-5p levels has a translational potential as a noninvasive
prognostic biomarker for early disease recurrence in subjects with CRLM. Functional characterization
has shown that hsa-miR-93-5p affects the process of angiogenesis by stimulating in vitro tube
formation, however, it does not affect viability, cell cycle, 5-FU resistance, anoikis and migration in
vitro, as well as tumor growth in vivo. Further large-scale studies are needed to validate the presented
results.

Key words: TGFp signaling pathway, microRNA, hsa-miR-93-5p, metastatic colorectal cancer,
colorectal cancer liver metastasis, chemotherapy, predictive biomarker, prognostic biomarker

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Molecular genetics
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1. uvOD

1.1. Kolorektalna karcinogeneza

Debelo crevo, duzine 1-1,5m, predstavlja terminalni deo gastrointestinalnog trakta. Digestivna
povrsina humanog debelog creva se sastoji od jednoslojnog epitela koji formira invaginacije koje se
nazivaju kripte. Kolorektalni karcinom (eng. colorectal cancer, CRC) predstavlja heterogenu bolest
koja nastaje postepenom akumulacijom genetickih i1 epigenetickih promena, koje dovode do
transformacije normalne mukoze debelog creva u karcinom [1], a zauzima trece i drugo mesto na
svetu po stepenu incidence i stopi mortaliteta, respektivno [2]. Prvi uocljivi znak izmene epitela
tokom razvoja CRC jeste uocavanje fokusa izmenjenih kripti (eng. aberrant crypt foci, ACF), malih
hiper- ili displasti¢nih lezija koje su veée od normalnih kripti, imaju veci perikriptalni prostor, imaju
deblji sloj epitelnih ¢elija i ovalnim otvorima [3]. Tako ¢e samo mali broj ACF napredovati do CRC,
velike ACF sa izmenjenom morfologijom, displasticnom histologijom i razli¢itim genskim
mutacijama predstavljaju visokorizicne kandidate za razvoj adenoma, benignih polipa epitelnog
tkiva Zlezdane strukture [4]. Tokom napredovanja adenoma pojavljuje se sve veéi broj
nediferenciranih ¢elija sa izrazitim pleomorfizmom, izmenjenom orijentacijom i neorganizovanim
rastom. Ove lezije se takode nazivaju in situ karcinom. Transformacija od adenoma u karcinom
moze da traje izmedu 10 i 15 godina. Najzad, maligni adenokarcinomi se karakteriSu sposobnoscu
da vrse invaziju u okolno tkivo i da migriraju do distalnih organa gde formiraju metastaze [1].

Opisane korake histoloskih promena prate izmene u molekularnim putevima uklju¢enim u
normalno funkcionisanje digestivnog epitela. UopSteno, kolorektalnoj karcinogenezi doprinose
aktivacije proto-onkogena zajedno sa mutacionom inaktivacijom tumor-supresorskih gena,
hromozomska nestabilnost (eng. chromosomal instability, CIN), mikrosatelitska nestabilnost (eng.
microsatellite instability, MSI), i fenotip nastao metilacijom CpG ostrva [5]. Tako je poznato da
inaktivacija gena APC dovodi do razvoja adenoma, mutacija u genu KRAS doprinosi rastu adenoma,
geneti¢ke promene na hromozomu 18q (ukljucujuéi promene u tumor-supresorskom genu SMAD4)
doprinose progresiji tumora, dok inaktivacija gena TP53 vodi finalnoj tranziciji ka karcinomu [6]
(Slika 1). Pored navedenih promena, otkrivene su i promene u brojnim drugim genima koji
doprinose karcinogenezi CRC [7].

Kasni adenom Karcinom

Neizmenjeni epitel Rani adenom i displasti¢na kripta

SMAD4 TP53

APC

Slika 1. Model nastanka CRC. Upros¢en model razvoja CRC od normalnog epitela, preko ranog i
kasnog adenoma, sa nazna¢enim genima za koje su naj¢e$ée vezane promene u sekvenci koje prate
klini¢ko-patoloske promene kod pacijenata. Modifikovano prema Kuipers i sar. [8] i Walther i sar.

[9].



1.2. Metastatski kolorektalni karcinom

1.2.1. Epidemiologija metastatskog kolorektalnog karcinoma

Metastatski kolorektalni karcinom (eng. metastatic colorectal cancer, mCRC) predstavlja
uznapredovali IV stadijum kolorektalnog karcinoma kada je doslo do pojave metastaza u udaljenim
delovima tela. Naj¢esc¢i organ u koji CRC metastazira, pored lokalnih i regionalnih limfnih ¢vorova,
je jetra (eng. colorectal cancer liver metastasis, CRLM), ali se metastaze CRC mogu pronaéi i u
plu¢ima, kostima, mozgu i ki¢menoj mozdini [10-12]. Kod priblizno 25% pacijenata sa CRC
metastaze se mogu detektovati ve¢ pri postavljanju dijagnoze primarnog CRC, dok ¢e oko 50%
pacijenata razviti metastaze tokom daljeg toka bolesti [13,14]. Prisustvo i progresija CRLM moze
biti zivotno ogranicavajuci faktor, s obzirom da CRLM predstavljaju uzrok polovine svih smrti
pacijenata sa CRC, i stoga doprinose visokom mortalitetu [15]. Primenjujuéi samo palijativnu negu,
srednje ukupno prezivljavanje pacijenata sa CRLM je tek oko 5 meseci [16], dok je petogodisnje
prezivljavanje oko 13% [17]. Medutim, u eri personalizovane medicine i primene razli¢itih
modaliteta lecenja koje ukljucuju resektivnu hirurgiju, sistemsku hemioterapiju i nove ciljane
bioloske lekove, preZivljavanje pacijenata sa CRLM je znatno poboljSano i prelazi 30 meseci [18].
Stoga, klini¢ko zbrinjavanje pacijenata sa mCRC-om pruza jedinstven izazov u smislu balansiranja
koristi 1 Stete leCenja, a ukljuCuje identifikovanje strategija leCenja koje poboljSavaju odgovor na
terapiju, i istovremeno ograni¢avaju toksi¢nost ¢ime omogucéuju sveukupno poboljSanje kvaliteta
Zivota pacijenata [19].

1.2.2. Lecenje CRLM

Kada su metastaze ograni¢ene samo na jetru, §to je uoceno u 30% slucajeva [12], le¢enje CRLM
podrazumeva hururS§ku operaciju jetre (resekcija), sistemsku hemioterapiju, lokalno-regionalne
oblike lecenja (termalna ablacija, transarterijska hemo- i radio- embolizacija) i palijativno
zbrinjavanje pacijenata [20-22].

1.2.2.1. Resekcija jetre

Resekcija jetre predstavlja zlatni standard le¢enja CRLM [20], i trenutno je jedini vid lecenja koji
nudi Sansu za izleCenjem i dugoro¢nim prezivljavanjem [22]. Petogodisnje i desetogodiSnje
prezivljavanje pacijenata nakon resekcije jetre iznosi oko 40% i 25%, respektivno [23]. Resekcija
jetre se pokazala kao relativno bezbedna procedura, sa <5% mortaliteta prijavljenog nakon
operacije [20,24]. Pacijenti su podobni za resekciju jetre ako je moguce obaviti kompletnu resekciju
CRLM sa ivicama bez tumora, tako da preostali funkcionalni volumen bude dovoljan da se osigura
odgovarajuca postoperativna funkcija jetre. Pacijenti sa metastazama van jetre nisu podobni za
resekciju jetre, sem ukoliko se i ove metastaze ne mogu podjednako dobro resekovati [20].
Medutim, kod samo 10-25% pacijenata sa CRLM je moguce izvrsiti resekciju jetre u momentu
postavljanja dijagnoze, zbog zahvacenosti jetre metastazama ili ozbiljnih komorbiditeta [20,24-26].
Za Oovu grupu pacijenata sistemska neoadjuvantna hemioterapija se primenjuje sa ciljem da se
neresektabilna bolest ucini resektabilnom, §to se u praksi i deSava, medutim kod samo oko 12%
pacijenata [26]. Poznato je nekoliko klinicko-patoloskih prognostickih faktora koji koreliraju sa



recidivom u jetri i prezivljavanjem poput: margina tumora od minimum 1 cm, TNM stadijum (eng.
Tumor, Node, Metastasis, TNM) primarnog tumora, interval bez bolesti, broj i veli¢ina metastaza,
prisustvo mestastaza u limfnim ¢vorovima u hilusu jetre i preoperativni nivo CEA (eng.
carcinoembryonic antigen, CEA) [20,22]. Zbog svega navedenog, odlu¢ivanje o daljem lecenju
pacijenata sa CRLM okuplja relevantne stru¢njake unutar multidisciplinarnog tima, koji ¢ine makar
kolorektalni hirurg, hepatobilijarni hirurg, medicinski onkolog i radiolog, patolog i medicinska
sestra koji zajedno donose odluke i optimizuju dalje le¢enje kako bi se poboljsao sveukupni ishod
bolesti [27].

1.2.2.2. Sistemska hemioterapija

Glavni cilj primene neadjuvantne sistemske hemioterapije, sa ili bez bioloskih lekova, je da se
neresektabilna bolest konvertuje u resektabilnu [14]. Okosnicu lecenja uznapredovalog CRC ¢ini 5-
fluorouracil (5-FU), fluorisani pirimidin, za koji se smatra da deluje prvenstveno inhibirajuci
timidilat sintazu, enzim koji ucestvuje u sintezi pirimidina. 5-FU se obi¢no primenjuje sa
leukovorinom, redukovanim folatom, koji stabilizuje vezivanje 5-FU za timidilat sintazu, ¢ime se
pojacava inhibicija sinteze DNK [28]. Kod pacijenata sa uznapredovalom boles¢u, kombinacija 5-
FU 1 leukovorina smanjuje veli¢inu tumora za >50% kod priblizno 20% pacijenata i produzava
srednje prezivljavanje sa 5-6 meseci u slucaju palijativnog le¢enja do oko 11 meseci [16,29].
Decenijama, tacnije od sredine 1950-tih do sredine 1990-tih, hemioterapija zasnovana na 5-FU je
bila jedina opcija za pacijente sa mCRC [17]. Od 1996. godine, kada je Uprava za hranu i lekove
Sjedinjenih Americkih Drzava (SAD) odobrila upotrebu irinotekana, i 2002. godine upotrebu
oksaliplatina, selekcija optimalne strategije za prvu liniju leCenja mCRC je pocela da se komplikuje.

Irinotekan (poznatiji i kao CPT-11) je polusinteti¢ki derivat prirodnog alkaloida kamptotecina, koji
ispoljava citotoksicni efekat preko interakcije sa enzimom topoizomeraza I, koji je ukljucen u
odmotavanje DNK tokom replikacije i trankripcije. Irinotekan stabilizuje prekide na DNK tokom
ovog procesa, Sto dovodi do fragmentacije 1 ¢elijske smrti. Irinotekan je prolek koji se hidrolizuje
do aktivnog metabolita SN-38 [28]. Pokazano je da je irinotekan u kombinaciji 5-FU+leukovorin
(rezim poznatiji kao FOLFIRI) znacajno povecao stopu odgovora, vreme progresije i prezivljavanje
pacijenata sa mCRC [30].

Oksaliplatin je lek tree generacije derivata platine, koji dovodi do formiranja adukta DNK i
indukuje apoptozu. lako oksaliplatin primenjen pojedinacno kao lek ima ogranicenu efikasnost kada
se koristi kao prva ili druga linija leCenja pacijenata sa mCRC, pokazano je da ukoliko se
kombinuje sa 5-FU i leukovorinom (rezim poznatiji kao FOLFOX) ima klini¢ki benefit [28].
Randomizirane klini¢ke studije su pokazale da je leCenje FOLFOX reZzimom bilo superiornije u
odnosu na lecenjem samo sa 5-FU i leukovorinom kada se daje kao prva ili druga linija lecenja
[31,32]. Analogno FOLFOX rezimu, ustanovljen je i CAPOX rezim, kada se 5-FU daje u formi
njegovog proleka, kapecitabina, za koje je pokazana sli¢na efikasnost poput kombinacije 5-
FU+leukovorin [33]. Dakle, u danasnjoj klini¢koj praksi se kao standard prve linije leCenja u vidu
dublet hemioterapija koriste FOLFOX, CAPOX i FOLFIRI rezimi [34]. Izbor izmedu ovih rezima
se moze bazirati na prakticnim pitanjima, preferencama pacijenta i profilu toksi¢nosti, s obzirom da
medu ovim reZimima nije uo¢ena znacajna razlika u njihovoj efikasnosti [35].

Pored pokazane efikasnosti dublet terapija, ubrzo je u studijama II faze otkriveno i sinergisticko
dejstvo 5-FU, oksaliplatina i irinotekana [36,37], sto je dovelo do razvoja FOLFOXIRI rezima,
sistemske hemioterapije u vidu tripleta sa sva tri navedena citotoksi¢na leka uz pridodat leukovorin.



U III fazi jedne randomizirane studije, ovaj triplet je pokazao vecu anti-tumorsku aktivnost i
terapeutsku efikasnost u poredenju sa FOLFIRI rezimom [38].

1.2.2.3. BioloSki agensi

KoriS¢enje bioloskih agenasa u terapeutske svrhe se bazira na ulozi odredenih gena u procesu
kolorektalne karcinogeneze. Zbog toga su bioloski agensi, u formi humanizovanih antitela na
odredene targete, poput vaskularnog endotelnog faktora rasta A (eng. vascular endothelial growth
factor A, VEGF-A) koji modulira proces angiogeneze, ili receptora epidermalnog faktora rasta (eng.
epidermal growth factor receptor, EGFR) koji uti¢e na progresiju CRC, poceli da se kombinuju sa
sistemskom hemioterapijom u leenju pacijenata sa mCRC [17]. Bevacizumab (monoklonalno
antitelo na VEGF-A je odobren za upotrebu 2004. godine, zajedno sa cetuksimabom (monoklonalno
antitelo na EGFR), dok je panitumumab odobren 2006. godine, takode ciljaju¢i EGFR [39].
Najnoviji odobreni lekovi za le¢enje mCRC aflibercept, ramucirumab i regorafenib, takode deluju
na anti-angiogenetske mehanizme i primenjuju se kao druga ili kasnija linija le¢enja i dovode do
umerenog poboljsanja perioda prezivljavanja od oko 6 nedelja [40-42].

Postojanje nekoliko ciljanih agenasa je navelo istrazivace na potragu za optimalnom kombinacijom
bioloskih agenasa i standardnih hemioterapeutskih lekova [35]. Studija AVF 2107 je pokazala da
dodavanje bevacizumaba IFL rezimu (sadrzi istu kombinaciju lekova kao FOLFIRI rezim, s tim da
postoji razlika u primenjenoj dozi pojedinacnih lekova i vremenskom profilu njihove primene)
dovodi do znacajno duzeg srednjeg prezivljavanja pacijenata sa mCRC (20,3 meseca prema 15,6
meseci) [43]. Rezultati studije Intergroup N9741 su ukazali na benefit dodavanja bevacizumaba
FOLFOX rezimu [44]. Objedinjeni rezultati 7 randomiziranih kontrolisanih studija su potvrdili
korist upotrebe bevacizumaba sa standardnom dublet hemioterapijom, u poredenju sa samo dublet
hemioterapijom [45]. Studija PRIME je pokazala da panitumumab u kombinaciji sa FOLFOX
reZimom povecava srednje prezivljavanje bez bolesti (9,6 meseci 1 8,0 meseci), ali je uocen 1 trend
poboljsanja srednjeg ukupnog prezivljavanja (23,9 meseci prema 19,7 meseci) [46], dok su sli¢ni
rezultati dobijeni dodavanjem cetuksimaba FOLFIRI rezimu tokom CRYSTAL studije [47].

Poput kombinacije dublet hemioterapija i bioloskih agenasa, takode su ispitivane i kombinacije
hemioterapije u vidu tripleta i bioloskih agenasa. Tako je pokazano da je kombinacija
FOLFOXIRI+bevacizumab superiornija od kombinacije FOLFIRI+bevacizumab [18,48] i
FOLFOX+bevacizumab [49]. Medutim, zbog povecane toksi¢nosti FOLFOXIRI rezima koje su
pokazale neke od ovih studija, upotreba FOLFOXIRI rezima samog ili u kombinaciji sa
bevacizumabom je ograni¢ena na pacijente mlade od 75 godina, dok pacijenti starosti 70-75 godina
sa statusom >0 definisanim od strane grupe ECOG (eng. Eastern Cooperative Oncology Group) ne
smeju primiti ovu kombinaciju, kao ni pacijenti koji su prethodno primali hemioterapiju zasnovanu
na oksaliplatinu [35]. Zbog svega navedenog, prva linija hemioterapije za leCenje mCRC se obi¢no
sastoji od kombinacije FOLFOX ili FOLFIRI rezima sa bioloskim agensima koji ciljaju VEGF ili
EGFR.

Uprkos obec¢avaju¢em uspehu ovih agenasa, zabrinjavajuce je to Sto priblizno 50% pacijenata sa
mCRC ne pokazuje odgovor na terapiju, ili ¢ak imaju loS$iji ishod usled toksi¢nosti primenjenih
lekova [50]. U vezi sa time, vazno je napomenuti da su odredene retrospektivne studije pokazale
povezanost izmedu aktiviraju¢ih mutacija u egzonu 2 gena KRAS i odgovora na terapiju koje ciljaju
EGFR [51,52]. Odnosno, primena cetuksimaba i panitumumaba je imala koristi samo kod

pacijenata sa divljim tipom KRAS gena (KRASWT) [53,54]. Nekoliko studija je pokazalo da pored



egzona 2 KRAS gena, i mutacije u drugim egzonima ovog gena, ali i NRAS gena, mogu predvideti
rezistenciju na cetuksimab i panitumumab [55,56]. Zbog toga je geneticko testiranje RAS statusa
uslo u klini¢ku praksu kako bi se selektovali pacijenti koji ¢e imati benefita od ciljane terapije na
EGFR [17]. Pored testiranja RAS statusa, u klinickim uslovima ne postoje drugi validirani
biomarkeri koji bi predvideli delovanje standardnih hemioterapeutskih lekova kod pacijenata sa
mCRC [14,57].

Objedinjavanjem do sada poznatih literaturnih podataka, na Slici 2 je predstavljen algoritam
personalizovanog leCenja pacijenata sa mCRC u okviru prve linije leCenja.
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|

| |
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+ bevacizumab + anti-EGFR. agens
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Slika 2. Algoritam personalizovanog leCenja pacijenata sa mCRC u okviru prve linije lecenja.
Legenda: * odabir tretmana bi trebalo zasnivati na razli¢itim profilima toksi¢nosti izmedu ovih
rezima, s obzirom da ne postoje direktna poredenja izmedu dublet hemioterapije + anti-EGFR
agenasa i triplet hemioterapije + bevacizumab kod RASWT pacijenata. WT - divlji tip (eng. wild
type). Preuzeto i modifikovano od Cremolini i sar. [35].

1.3. TGFp signalni put

Familija proteina transformiSucih faktora rasta B (eng. transforming growth factor [, TGFp) je
veoma oc¢uvana tokom evolucije metazoa, a sastoji se od preko 35 ¢lanova koji kontrolisu razlicite
procese razvica, od gastrulacije i telesne asimetrije do organ-specificne morfogeneze i tkivne
homeostaze kod adulta [58]. Na ¢elijskom i fizioloskom nivou, ¢lanovi familije TGFB regulisu
proliferaciju, diferencijaciju, migraciju, prezivljavanje, apoptozu, angiogenezu, epitelijalno-
mezenhimalnu tranziciju (EMT) i imunonadzor [59]. Funkcija TGFP je precizno regulisana i



specificna za celijski tip 1 fizioloSki kontekst. S obzirom da ¢lanovi TGFB familije imaju kljuc¢ne
uloge u razvoju i tkivnoj homeostazi, perturbacije u TGFp signalizaciji su povezane sa ozbiljnim
razvojnim poremecajima i razli¢itim bolestima ukljucujué¢i maligne bolesti, fibrozu i autoimune
bolesti [60].

1.3.1. Ucdesnici TGFp signalne kaskade

TGFP signalna kaskada pocinje vezivanjem liganda za odgovaraju¢e receptore, Cijom se
aktivacijom dalje aktiviraju proteini udruzeni sa ovim receptorima koji interaguju¢i sa drugim
proteinima signal dalje prenose do jedra, gde se vrSi regulacija ekspresije ciljnih gena. TGFp
familija liganada pripada citokinima, a sastoji se od 2 podfamilije TGFp/Aktivin/Nodal podfamilije
i BMP (eng. bone morphogenetic protein) /GDF (eng. growth and differentiation factor) /MIS (eng.
Muellerian inhibiting substance) podfamilije na osnovu sli¢nosti njihovih sekvenci i specifi¢nih
signalnih puteva koje oni reguliSu [61]. Kod sisara su eksprimirane 3 izoforme TGFB (TGFp1,
TGFB2, i TGFB3), od kojih je TGFB1 najces¢a i univerzalno eksprimirana izoforma. TGFf se
sekretuje u vancelijski matriks kao neaktivna forma u vidu homodimernog liganda, dok njegova
aktivacija podrazumeva proteoliticko isecanje i oslobadanje iz proteinskog kompleksa. Jednom
aktivirani, TGFf ligandi regulisu ¢elijske procese vezivanjem za 3 tipa receptora: receptori TGF[3
tipa I (TPRI), receptori TGFP tipa II (TPRII), i receptori TGFp tipa III (TPRIII, ili betaglikan).
TPRIII funkcionise tako Sto vezuje TGFp ligand i prebacuje ga na TBRI i TRRII [59]. TRRI 1 TPRII
su transmembranski receptori po tipu serin/treonin kinaza, koji formiraju heterotetramerne
komplekse u prisustvu liganda. Kod ¢oveka i ostalih sisara postoji 5 vrsta TRRII i 7 vrsta TPRI
receptora koji se jo$ nazivaju i kinaze sli¢ne receptoru za aktivin (eng. activin receptor-like kinases,
ALK). Nakon vezivanja liganda, dolazi do fosforilacije TBRI od strane TPRII, ¢ime se aktivira
njegova kinazna aktivnost (Slika 3). Svaki ¢lan TGFP superfamilije se vezuje za odredenu
kombinaciju receptora TBRI 1 TBRII. Aktivirani TPRI fosforiliSe, i na taj nacin aktivira, receptorske
SMAD proteine (R-SMAD), ¢lanove familije proteina SMAD. U TGFp/aktivin putu signal se
najcesc¢e prenosi preko receptorskih proteina SMAD2 i SMAD3, dok se BMP/GDF signali prenose
preko proteina SMAD1, SMADS i SMADS. Aktivirani R-Smad proteini se udruzuju sa zajedni¢kim
medijatorom, proteinom SMAD4. Nastali SMAD oligomer koji se sastoji od dimera odgovaraju¢ih
R-SMAD proteina i SMADA4, dalje se transportuje u nukleus. Nukleusni SMAD kompleksi se
vezuju za hromatin i zajedno sa drugim transkripcionim regulatorima koji ih regrutuju do
specifi¢nih promotorskih elemenata, regulisu ekspresiju ciljnih gena, poput PAI-1, SNAI1 i drugih.
Izmedu ostalog, TGFp- ili BMP-specificni SMAD kompleksi indukuju ekspresiju inhibitornih
SMAD proteina (I-SMAD), SMAD6 i SMAD7, koji negativno reguliSu jacinu i trajanje
signalizacije, formiraju¢i negativnu povratnu spregu [58,62]. Opisana signalna kaskada predstavlja
kanonski TGF signalni put delovanja TGFp u ¢eliji, medutim, poznato je da TGF moze delovati 1
preko mehanizama nezavisnih od SMAD proteina koji ukljucuju mitogenom aktivirane protein
kinaze (eng. mitogen-activated protein kinase, MAPK) i fosfatidilinozitol 3-kinaza (eng.
phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K)/Akt (protein kinaza B) put [59].
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Slika 3. Kanonski TGFp signalni put. Legenda: P - fosforilacija, TF - transkripcioni faktor.
Preuzeto i modifikovano od Zhao i sar. [63].

1.3.2. Uloga TGFp signalnog puta u tumorima

S obzirom da TGFp signalni put ucestvuje u vaznim bioloskim funkcijama, naruSavanje ovog
signalnog puta je blisko povezano sa nastankom malignih tumora. Medutim, pokazano je da TGFj
moze imati dihotomu ulogu u humanim tumorima, odnosno da moze pokazivati tumor-supresivno i
tumor-pokretacko dejstvo [64], $to je poznatije i kao TGF[ paradoks [65]. Danas se ovaj paradoks
objasnjava time da TGFP ima funkciju tumor-supresora u ranim fazama tumorigeneze, a da tokom
progresije tumora dolazi do promene njegovog dejstva u tumor-pokretacko [66]. Ulogu tumor-
supresora TGF ispoljava kroz regulaciju Celijske proliferacije i apoptoze, dok se tumor-pokretacko
dejstvo ogleda kroz regulaciju invazije, migracije, EMT, vancelijskog matriksa, angiogeneze 1
imunskog sistema (Slika 4) [59,67].

1.3.2.1. Tumor-supresivno dejstvo TGFp

TGEFp je potentni inhibitor Celijske proliferacije tako Sto reguliSe inhibitore ciklin-zavisnih kinaza
pri ¢emu dolazi do zastoja u G1 fazi ¢elijskog ciklusa tokom proliferacije [68-71]. Medutim, kada
usled mutacija, delecija ili izmenjene ekspresije kljuénih komponenti ovog signalnog puta dode do
narusavanja njegove funkcije, ovaj anti-proliferativni efekat se gubi i dolazi do nekontrolisane



proliferacije ¢elija zbog nemoguénosti zaustavljanja u G1 fazi Celijskog ciklusa [64]. TGFp takode
indukuje celijsku smrt po tipu apoptoze aktiviraju¢i kaspaze [72], povisavanjem ekspresije pro-
apoptotskih proteina, i/ili smanjivanjem ekspresije anti-apoptotskih proteina [73]. Bitna
karakteristika tumorskih ¢elija je rezistencija na TGFp signale kojima se indukuje apoptoza [59].

1.3.2.2. Tumor-pokretacko dejstvo TGFp

Klinic¢ke studije su pokazale pro-onkogeno dejstvo TGFB. Naime, povisena ekspresija TGFp je
pokazana u metastazama u limfnim ¢vorovima u odnosu na primarni tumor. Takode, poviSena
ekspresija TGFPB znacajno korelira sa poviSenom invazivnoscu, progresijom bolesti 1 loSijom
prognozom [74-80].

Solidni tumori ispoljavaju svoje letalno dejstvo kroz invaziju u okolna tkiva i metastaziranje u
udaljene delove tela, Sto se odigrava kroz kompleksne interakcije tumorske celije i okolnog
matriksa [59]. U osnovi ovog procesa se nalazi EMT. Tokom EMT tumorske ¢elije gube polarnost i
meducelijske interakcije, odnosno gube epitelijalnu morfologiju 1 poprimaju karakteristike
mezenhimalnih celija, Sto im omoguéava da migriraju. Na molekularnom nivou dolazi do
snizavanja ekspresije epitelnog markera adhezije CDH1, i poviSene ekspresije mezenhimalnih
markera poput VIM, posredstvom transkripcionih regulatora SNAIL, ZEB1, TWIST i drugih [81].
Jedan od glavnih inicijatora EMT je TGFp [82].

TGFB ima i snazno dejstvo na samu tumorsku mikrosredinu. Naime, TGFB dovodi do
remodelovanja vancelijskog matriksa kroz povecavanje ekspresije matriksnih metaloproteinaza
(MMP). MMP vrse razgradnju vancelijskog matriksa otvarajuci put tumorskim ¢elijama za invaziju
I migraciju [64,66]. Pored samih tumorskih ¢elija, TGFB mogu proizvoditi i okolne ¢éelije tumorske
mikrosredine, ukljucujuci stromalne ¢elije, makrofage i trombocite ¢ime se dodatno obezbeduje rast
tumora i progresija [83-85]. S obzirom na brzi razvoj tumora, postoje¢a vaskulatura brzo postaje
nedovoljna, zbog ¢ega dolazi do formiranja novih krvnih sudova procesom angiogeneze, kako bi se
obezbedio protok nutrijenata i kiseonika [86]. TGFp je jedan od nekoliko citokina koji indukuju
angiogenezu, dok je povisena ekspresija TGFP povezana sa veCom gustinom krvnih sudova, §to
takode korelira sa losijom prognozom [77]. TGFB mozZe uticati na oslobadanje pro-angiogenetskih
faktora kao Sto je VEGF i faktor rasta vezivnog tkiva (eng. connective tissue growth factor, CTGF)
iz epitelnih ¢elija 1 fibroblasta, koji direktno stimuliSu endotelne ¢éelije da formiraju krvne sudove
[87,88]. Takode, TGFP uti¢e na migraciju endotelnih Celija $to je neophodno za proces angiogeneze
[89,90].

Tumorske Celije eksprimiraju specifi¢ne antigene koji bi inace bili prepoznati od strane imunskog
sistema Sto bi dovelo do uniStenja tumorske celije. Medutim, tokom tumorogeneze vecina
tumorskih celija sti¢e sposobnost da izbegne imunskom sistemu. Glavni mehanizam kojim
tumorske celije odolevaju imunskom sistemu je posredstvom TGFp-indukovane imunosupresije i
smanjenog imunonadzora [59]. S obzirom da je ekspresija TGFB Cesto poviSena u tumorima i
okolnoj mikrosredini, tumorske celije su sposobne da izbegnu uniStenje od strane imunskog
sistema. Inhibicija imunskog sistema posredovana TGFp obuhvata sve komponente imunskog
sistema. Naime, TGFp inhibira aktivnost -citotoksi¢nih T ¢celija, suprimira aktiviranje
urodenoubilackih ¢elija, onemoguéava diferencijaciju dendritskih ¢elija, i menja polarizaciju
neutrofila i makrofaga od anti-tumorskog ka tumorogenom fenotipu [64].
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Slika 4. Uloga TGF signalnog puta kao tumor-supresora ili pokretaca tumora. Linije koje se
zavrSavaju strelicom oznacavaju procese koje aktivira TGFp, dok linije koje se zavrSavaju crticom
oznacavaju procese koji su inhibirani od strane TGFp. Preuzeto i modifikovano od Huang i sar. [64]
i Yang i sar. [67].

1.3.2.3. TGF signalni put i CRC

S obzirom da TGFp signalni put ucestvuje u kontroli ¢elijskih procesa kao S§to su proliferacija,
diferencijacija, migracija 1 apoptoza, istraZivanja su pokazala da naruSavanje funkcije ovog puta ima
kljuénu ulogu u inicijaciji, progresiji 1 napredovanju brojnih malignih tumora, ukljuc¢uju¢i CRC
[91]. Pokazano je da TGFp inhibira proliferaciju normalnih intestinalnih epitelnih ¢elija i stimulise
njihovu diferencijaciju [92,93]. Dok su intestinalne epitelne Celije i dobro diferencirani adenomi
senzitivni na inhibiciju od strane TGF, ¢elije poreklom od slabo diferenciranih invazivnih CRC su
izgubile osetljivost na TGFB [94]. Zbog toga je gubitak TGFp signalizacije i njegovog anti-
proliferativnog efekta jedna od klju¢nih karakteristika ¢elija CRC [95]. Gubitak senzitivnosti na
TGFp je kod CRC posledica mutacija, izmenjene ekspresije i aktivnosti TGFp liganada, receptora i
SMAD proteina [59].

Pokazano je da poviseni nivo TGFB1 znacajno korelira sa progresijom bolesti do metastaza, 1 da je
nezavisan od nodalnog statusa i stepena diferencijacije primarnog CRC. Takode, kod pacijenata sa
visokim nivoom TGFp u primarnom CRC, postoji veca verovatnoca za recidivom bolesti i pojavom
metastaza u jetri nakon tretmana u poredenju sa pacijentima sa niskim nivoom TGFp [79]. Takode,
preoperativni nivo TGFp je prediktivni faktor za razvoj CRLM nakon kurativne resekcije [96].
Aktivni TGFB se moze koristiti kao tumor marker CRC, jer je pokazano da postoji korelacija
izmedu Dukes-ovog stadijuma i koncentracije aktivnog TGFf u plazmi [97].



Mutacije u genu TGFBR2 predstavljaju naj¢es¢i mehanizam gubitka TGFp signalizacije kod CRC
[98]. Mutacije u ovom genu se vrlo ¢esto detektuju kod CRC sa MSI. Naime, vise od 80% celija
CRC sa MSI ima bialelske mutacije u genu TGFBR2 koje kodiraju skra¢eni protein [99], ¢ime se
inaktivira tumor-supresorska uloga TGFf. Gubitak ekspresije TGFBR2 usled mutacija kod kasnih
adenoma je povezan sa njihovom progresijom do malignih karcinoma [100]. Dok mutacije u
TGFBR2 onemogucavaju njegovu tumor-supresorsku ulogu, ponovna ekspresija TGFBR2 suprimira
proces tumorigeneze, ukazujuéi da je TGFBR2 tumor-supresorski gen [101,102].

Mutacije u genu SMAD4 takode imaju znacajnu ulogu u karcinogenezi CRC. Gubitak aktivacije
SMADA4 i/ili ekspresije se deSava u proseku kod 10-38% slucajeva CRC [59,63]. Ovi pacijenti
imaju loSiju prognozu zbog povezanosti SMAD4 sa naprednim oblikom bolesti i prisustvom
metastaza u vreme postavljanja dijagnoze [103-105]. Gubitak funkcije proteina SMAD4 se deSava u
kasnijim stadijumima maligniteta. Stopa ucestalosti mutacija gena SMAD4 se povecava sa
progresijom bolesti: 0% kod adenoma, 10% kod intramukozalnih karcinoma, 7% kod invazivnih
karcinoma bez distalnih metastaza, 35% kod primarnih invazivnih karcinoma sa distalnim
metastazama [106]. Takode, nizak nivo SMAD4 proteina ili iRNK kod CRC ukazuje na slabiji
odgovor na hemioterapiju i znacajno krace prezivljavanje u poredenju sa pacijentima ¢iji tumori
eksprimiraju visok nivo SMAD4 [91]. Somatske mutacije u drugim SMAD genima su takode
identifikovane, ali sa nizom ucestalos¢u. Pored somatskih, mutacije u germinativnim c¢elijama
takode dovode do razvoja neoplazija kolona [95].

Tokom poslednje decenije razvijeno je nekoliko agenasa koji pogadaju odredene korake tokom
TGFpB signalne kaskade. Mnogi od njih su ve¢ usli u klini¢ka ispitivanja sa obecavaju¢im
terapeutskim rezultatima. Medutim, s obzirom da TGFB mozZe ostvarivati tumor-supresorsko i
tumor-pokretacko dejstvo, neophodno je ispitati kada, kako 1 u kojoj koli¢ini bi trebalo primeniti
anti-TGFp terapiju kako bi ona imala Zeljeno dejstvo [59,67,91].

1.3.3. TGFBiodgovor na hemioterapiju

Efekat hemioterapije u suzbijanju tumora je ¢esto smanjen usled razvoja rezistencije. U poslednjih
nekoliko godina, nekoliko studija je ukazalo na ulogu TGFf signalnog puta u rezistenciji na anti-
tumorske lekove, kako na standardne, tako i na targetovane agense za leCenje mCRC [107-109].
Naime, pokazano je da je aktivacija TGFP signalnog puta povezana sa rezistencijom na
hemioterapiju [107,108]. Jedan od poznatih mehanizama je inhibicija apoptoze uzrokovane
hemioterapijom [108]. Efekat standardnih hemioterapeutika za leCenje mCRC na ¢lanove TGFp
signalnog puta je takode prouCavan. Naime, pokazano je da 5-FU i oksaliplatin utiCu na
fosforilaciju i ekspresiju ¢lanova TGFp signalnog puta [109,110]. Otkrivanje drugih mehanizama
koji povezuju TGFp signalni put i odgovor na hemioterapiju je od velikog interesa za razvoj novih
terapeutika.

1.4. MikroRNK molekuli

MikroRNK (miRNK) molekuli su jednolan¢ani nekodiraju¢i RNK molekuli. Obi¢no su dugacki
oko 22 nukleotida (nt) (opseg 18-25) i pripadaju grupi malih regulatornih RNK, s obzirom da
negativno reguliSu gensku ekspresiju na post-transkripcionom nivou na nacin specifican za
sekvencu [111]. MiRNK svoju funkciju utiSavanja genske ekspresije vrSe vezivanjem za
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informacionu RNK (iRNK). Prema bioinformati¢kim predikcijama, miRNK sisara mogu da
reguliSu od 30-60% svih protein-kodirajucih gena [112,113]. Do sada je kod ¢oveka otkriveno na
stotine razli¢ith miRNK, od kojih su mnoge evoluciono ocuvane kod drugih zivotinja [114].
Poznato je da jedna miRNK moze regulisati na stotine ili hiljade iRNK, kao i da jedna iRNK biva
regulisana od strane razli¢itih miRNK [115]. Zbog toga su miRNK ukljuc¢ene u regulaciju razli¢itih
¢elijskih funkcija kao $to su proliferacija, diferencijacija i apoptoza [116], a usled njihove
izmenjene ekspresije nastaju promene u fizioloskim i razvojnim procesima i patoloskih pojava,
poput tumora.

1.4.1. Biogeneza miRNK

Do sada je otkriveno vise od 1000 gena za miRNK u humanom genomu. Trec¢ina gena miRNK se
nalazi u intronima protein-kodirajuc¢ih gena, dok ostali miRNK geni imaju definisane genske lokuse
polimeraze I u vidu dugackog transkripta sa strukturama ukosnice koji se naziva primarni-miRNK
transkript (pri-miRNK) (Slika 5). U nukleusu, pri-miRNK prepoznaje mikroprocesorski kompleks
koji iseca strukturu ukosnice koja sadrzi zrelu miRNK. Mikroprocesorski kompleks Ccine
endonukleaza DROSHA i dva molekula partnerskog proteina DGCR8. DROSHA vrsi isecanje pri-
mIRNK do prekursorske-miRNK (pre-miRNK) od oko 60-70 nt. Pomocu proteina eksportina 5
(XPO5) i Ran-GTP-aze (eng. Ras-related nuclear protein-guanosine triphosphatease) pre-miRNK
se transportuje iz nukleusa u citoplazmu. Pre-miRNK u citoplazmi prepoznaje protein DICERL1, koji
poput proteina DROSHA, vrsi endonukleolitiCko isecanje oba lanca u blizini petlje, ¢ime se
generise kratki, neperfektno-spareni miRNK dupleks (miRNK:miRNK*) koga ¢ine zrela sekvenca
miRNK i njegov komplementarni prate¢i lanac (miRNK*). MiRNK dupleks se inkorporira u
protein Argonaut (AGO), gde se zrela miRNK zadrzava, a prate¢i lanac odbacuje, 1 ubrzo biva
degradovan. Ovako formiran nukleoproteinski kompleks se naziva kompleks za utiSavanje
posredovan miRNK (eng. miRNA-induced silencing complex, miRISC). Zrela miRNK u miRISC
kompleksu navodi ceo kompleks do komplementarnih sekvenci koje se najceS¢e nalaze u 3’
netranslatiraju¢em regionu (eng. untranslated region, UTR) iRNK gde se vrsi post-transkripciona
represija u vidu degradacije IRNK ili inhibicije translacije [111,114,117,118]. Stepen
komplementarnosti miRNK i iRNK u regionu semena (eng. seed region) miRNK odreduje
mehanizam utiSavanja. Ukoliko je komplementarno sparivanje izmedu miRNK i ciljne iRNK u
region semena potpuno (~7 nt) doé¢i ¢e do degradacije iRNK, a ukoliko je sparivanje nepotpuno
dolazi do inhibicije translacije (5-6 nt) [116].
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Slika 5. Biogeneza kanonskih miRNK. Legenda: ljubicaste strelice - isecanje od strane
mikroprocesorskog kompleksa, plave strelice - isecanje od strane DICERL, P - 5° fosfat. Preuzeto i
modifikovano od Bartel [114].

1.4.2. MIRNK utumorima

Izmenjena ekspresija miRNK je pokazana u brojnim tumorima [119], kao $to su limfomi [120],
karcinom dojke [121], glioblastom [122], hepatocelularni karcinom [123], karcinom pluéa [124],
karcinom pankreasa [125], karcinom prostate [126] i CRC [127,128]. MIiRNK mogu imati
onkogenu ili tumor-supresorsku ulogu u tumorima [115,119], ali je pokazano i da jedna miRNK u
jednom tipu tumora moze ispoljavati onkogeno dejstvo, dok u drugom tipu tumora moze biti tumor-
supresor [129]. Tumorska tkiva obi¢no odlikuje globalno smanjenje ekspresije miRNK [130], kao
posledica gubitka geneticke informacije, epigeneti¢kog utiSavanja, usled defekata u procesu
biogeneze miRNK, ili globalne transkripcione represije [129]. S obzirom da miRNK regulisu
ekspresiju na stotine iRNK, promena ekspresije jedne miRNK ima snaZne posledice na mnoge
unutaréelijske signalne puteve [129,131]. Pored izmenjene ekspresije u tumorima, miRNK mogu
uticati i na rast, razvoj, progresiju i metastaziranje tumora [115,129], reguliSuci procese povezane sa
tumorogenezom poput proliferacije [132], apoptoze [133], invazije i migracije [134]. S obzirom da
profili ekspresije miRNK koreliraju sa klini¢kim i biolo§kim karakteristikama tumora kao §to je tip
tkiva, stepen diferencijacije, agresivnost i odgovor na terapiju, miRNK su izucavane i kao
potencijalni dijagnosticki, prognosti¢ki i1 prediktivni biomarkeri [119]. Pored potencijalnih
biomarkera, miRNK su proucavane i1 u cilju leCenja tumora. Strategije koriS¢enja miRNK u
terapeutske svrhe podrazumevaju inhibiciju prekomerno eksprimiranih onkogenih mMiRNK i
ponovno vrac¢anje ekspresije utiSanih tumor-supresorskin miRNK [129,131,135].
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1.4.2.1. Uloga miRNK u CRC i CRLM

Jos 2003. godine je pokazana izmenjena ekspresija miRNK u CRC u poredenju sa normalnom
mukozom creva [127]. Od tada su brojne studije potvrdile da je obrazac ekspresije miRNK
konzistentno i reproducibilno izmenjen u CRC [136]. Pored izmenjene ekspresije u CRC, miRNK
ucestvuju i u napredovanju CRC tako Sto reguliSu ekspresiju klju¢nih gena signalnih puteva
ukljucenih u proces tumorigeneze, poput WNT/B-katenin, TGFB, EGFR 1 TP53 signalnih puteva
[137]. Da miRNK imaju vaznu ulogu u ranom razvoju CRC govori i ¢injenica da se miRNK obrasci
ekspresije razlikuju kod normalne mukoze creva, adenoma kolona i kolorektalnih karcinoma [138].
MiRNK uti¢u na inicijaciju i razvoj CRC regulisuci ¢éelijsku proliferaciju i EMT, a time i njegovu
invaziju i migraciju [139].

MiRNK su ukljucene i1 u proces metastaziranja CRC. Naime, miRNK mogu regulisati svaki korak
metastaziranja CRC pocev od angiogeneze, invazije i intravazacije do regulacije cirkulacije,
ekstravazacije i metastatskog naseljavanja udaljenih organa [140]. Neke od onkogenih miRNK
povezanih sa CRLM koje su do sada opisane u literaturi su miR-19 [141], miR-885-5p [142], miR-
20a-5p [143], miR-21 [144], miR-155 [144], miR-181a [145] i miR-429 [146], dok miR-200c
[147], miR-26a/26b [148], miR-30e-5p [149], miR-125 [150], miR-127 [150], miR-145 [150], miR-
194 [150], miR-199a-30 [150], miR-15b [151] i miR-30a-5p [152] imaju tumor-supresorsku ulogu
u CRLM. Nastanak CRLM zahteva prethodno remodelovanje mikrosredine u jetri, kako bi se
cirkuliSué¢e tumorske c¢elije CRC nastanile u ovom organu. MiRNK molekuli koji se nalaze u
specijalnim strukturama poreklom od ¢elija primarnog CRC nazvanim egzozomima (male
vancelijske vezikule preénika od 30-100 nm okruzene lipidnim dvoslojem) su odgovorni za
pripremu sekundarne metastatske nise [137,153]. Izu¢avanje miRNK ukljuéenih u razvoj CRLM je
trenutno veoma aktuelno, 1 verovatno ¢e u bliskoj buduc¢nosti biti otkriveno jo§ ovih molekula koji
bi bili znacajni kao potencijalni biomarkeri ili terapeutski agensi ili targeti.

1.4.3. MiRNK kao prediktivni i prognosti¢ki biomarkeri

Pored operacije, sistemska i ciljana hemioterapija predstavljaju glavne vidove terapije pacijenata sa
CRLM. Medutim, kao §to je ranije napomenuto, priblizno 50% pacijenata sa mCRC ne pokazuje
odgovor na terapiju [50] usled urodene ili steCene rezistencije, $to dovodi do nezadovoljavajuce
terapeutske efikasnosti [154]. Zbog toga bi izuzetno bili korisni prediktivni biomarkeri koji bi mogli
da stratifikuju pacijente prema riziku od razvoja rezistencije na datu terapiju, odnosno predvideli
odgovor na terapiju, ali i navodili lekare na pravi izbor terapije koja bi bila najdelotvornija za datog
pacijenta. Takode, time bi se 1 spre€ilo da neki pacijenti dobijaju toksi¢nu terapiju od koje ne bi
imali nikakav benefit. Sve viSe studija ide u prilog tome da bi se miRNK mogli koristiti kao
prediktivni biomarkeri za odgovor na terapiju koja se koristi za lecenje mCRC. Naime, pokazano je
da ekspresija odredenih miRNK korelira sa odgovorom na 5-FU i oksaliplatin in vitro [155,156].
Neke miRNK su povezane sa odgovorom na terapiju tako Sto reguliSu metabolizam 1 transport
lekova u ¢eliji, odgovor ¢elije na oste¢enja DNK i apoptozu [157]. Pored in vitro studija, pokazano
je da je ekspresija brojnih miRNK povezana sa odgovorom na terapiju zasnovanu na standardnim
hemioterapeuticima, anti-VEGR i anti-EGFR-ciljanu terapiju kod pacijenata sa mCRC [158,159].
Neke od opisanih miRNK sa ovom ulogom su Let-7¢/miR-99a/miR-125b [160], miR-181a [161],
miR-31-5p [162,163], miR-31-3p [164-166] i miR-664-3p [167]. Tako brojne studije podrZavaju
potencijalnu upotrebu miRNK kao prediktivnih biomarkera, dosadasnja istrazivanja nisu iznedrila
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validirane prediktivne biomarkere zasnovane na miRNK za odgovor na sistemsku hemioterapiju za
lecenje mCRC [159].

Relaps bolesti nakon operacije je Cest dogadaj u klini¢koj praksi, i predstavlja veliki problem u
lecenju pacijenata sa mCRC. Zbog toga bi klasifikacija pacijenata koji su pod poviSenim rizikom za
relaps, mogla da uti¢e na odluku da li bi pacijent trebalo da prima adjuvantnu hemioterapiju ili ne.
Upotreba miRNK kao prognostickih biomarkera za relaps bolesti, ukupno prezivljavanje i
prezivljavanje bez bolesti je takode proucavana kod pacijenata sa CRLM. Neke od miRNK sa
prognosti¢kim potencijalom eksprimiranih u tumoru, a koje su do sada opisane u literaturi su miR-
214 [168], miR-625 [169], miR-122 [170] i miR-196b-5p [171].

Pre 11 godina je otkriveno da ne samo da se miRNK eksprimiraju u tkivu, ve¢ da se kao veoma
stabilni molekuli [172] mogu naci u skoro svim telesnim te¢nostima kao $to su serum, plazma, urin,
pljuvacka, suze, cerebrospinalna te¢nost itd. [173]. Prisustvo miRNK u telesnim te¢nostima se moze
objasniti slede¢im mehanizmima: pasivno izbacivanje unutarcelijskih miRNK u cirkulaciju usled
¢elijske apoptoze ili osSteCenja tkiva, selektivna aktivna sekrecija slobodnih miRNK, i aktivna
sekrecija mIRNK posredstvom egzozoma [174]. Poput miRNK eksprimiranih u tkivu, i za
cirkuliSsu¢e miRNK je pokazano da mogu imati dijagnosticki, prediktivni i prognosticki potencijal.
Zbog njihove moguce klinicke primene kao biomarkera za mCRC, i moguénosti detekcije u
razli¢itim telesnim te¢nostima koriste¢i minimalno-invazivni pristup, aktivno se vrse istrazivanja u
cilju neinvazivnog i personalizovanog lecenja pacijenata sa mCRC [175].

14.4. Povezanost izmedu TGFp signalnog puta i miRNK molekula

Brojni dokazi ukazuju da su miRNK uklju¢ene u regulaciju genske ekspresije razlicitih evoluciono
oCuvanih signalnih kaskada u ¢eliji, uklju¢ujuc¢i TGFp [176,177]. Odnosno, pokazano je da TGFf
signalni put obuhvata miRNK molekule kao bitne komponente svoje signalne kaskade [178-183].
Vecina, ako ne i svi ¢lanovi TGFp signalnog puta su regulisani jednom ili sa nekoliko miRNK
[184]. MiRNK mogu regulisati ¢lanove TGFP signalnog puta na svakom nivou signalne
transdukcije, od liganada i receptora, preko receptorskih, partnerskih i inhibitornihn SMAD proteina,
pa sve do nishodnih targeta [185]. Takode, TGFp signalni put moZe pokrenuti ekspresiju gena za
mMIRNK ili uticati na biogenezu miRNK vezivaju¢i se za mikroprocesorski kompleks, ¢ime se

uspostavlja recipro¢na komunikacija izmedu TGFp signalnog puta i miRNK maSinerije (Slika 6)
[184].
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Slika 6. Komunikacija izmedu kanonskog TGFp signalnog puta i miRNK masSinerije. Zelene i
crvene strelice oznacavaju mesta povezanosti izmedu TGFf signalnog puta i biogeneze miRNK.
Preuzeto i modifikovano prema Butz i sar. [184].

Izmenjena funkcija miRNK koje reguliSu ¢lanove TGFp signalnog puta je povezana sa razli¢itim
humanim malignitetima ukljuéuju¢i karcinom dojke [186], zeluca [187], pankreasa [188] i CRC
[189]. Otkrivene su brojne onkogene i tumor-supresorske miRNK koje regulisu ¢lanove TGFf
signalnog puta, a ucestvuju u patogenezi CRC. Neke od pomenutih miRNK su prikazane na Slici 7.
Nekoliko studija je predlozilo da se ekspresija miRNK ukljuc¢enih u regulaciju TGFf signalnog puta
moze koristiti za dijagnozu i klasifikaciju humanih maligniteta [189]. S obzirom da TGFf-
reguliSu¢e miRNK mogu imati dijagnosticki znacaj, ispitivanje njihovog prediktivnog 1
prognostickog potencijala bi dodatno doprinelo razumevanju njihove funkcije 1 potencijalne
klinicke primene.
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Slika 7. Uloga onkogenih i tumor-supresorskih miRNK koje reguli$u ¢lanove TGFp signalnog
puta u patogenezi CRC. Onkogene miRNK su prikazane u narandzastim pravougaonicima, dok su
tumor-supresorske miRNK prikazane u zelenim pravougaonicima. Preuzeto i modifikovano prema
Soleimani i sar. [189].
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2. CILJEVI

TGFp signalni put i miRNK molekuli imaju klju¢ne uloge u procesu patogeneze i metastaziranja
CRC, kao 1 rezistenciji na hemioterapiju. Imaju¢i u vidu povezanost TGFP signalnog puta sa
molekulima miRNK i njihovu zna¢ajnu ulogu u tumorigenezi i odgovoru na terapiju, postavljena je
hipoteza da bi molekuli miRNK ukljuceni u regulaciju veceg broja ¢lanova TGFp signalnog puta,
eksprimirani u tkivu ili kao slobodno cirkulisu¢i molekuli, mogli biti dobri kandidati za prediktivne
biomarkere odgovora na hemioterapiju, ali i potencijalni prognosticki biomarkeri za pojavu recidiva
1 prezivljavanje pacijenata sa CRLM. Stoga je ovo istrazivanje imalo sledece ciljeve:

1. Ispitivanje odgovora odabranih miRNK koje uc¢estvuju u regulaciji TGF signalnog puta na
standardnu hemioterapiju za mCRC in vitro;

2. Ispitivanje translacionog potencijala odabrane miRNK kao prediktivnog i prognostickog
biomarkera za pacijente sa CRLM u okviru prospektivne klinicke studije;

3. Funkcionalna karakterizacija odabrane miRNK u procesima relevantnim za kolorektalnu
karcinogenezu i odgovoru na terapiju in vitro i in vivo.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Insilico analiza

Za identifikaciju miRNK molekula koji regulisu ¢lanove kanonskog TGFB signalnog puta
pretrazena je miRWalk2.0 baza podataka (http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/,
datum pristupa 16.05.2019. godine) i njen modul koji sadrzi informacije o eksperimentalno
potvrdenim interakcijama miRNK sa iRNK [190]. In silico analiza je obuhvatila 10 gena koji
ucestvuju u kanonskom TGF signalnom putu. Nazivi gena koji su uklju¢eni u pretragu i njihovi
pristupni brojevi u bazi NCBI (eng. National Center for Biotechnology Information) su prikazani u
Tabeli 1. Pretraga je obuhvatila samo humane gene dostupne u bazi NCBI, dok je kao tip
identifikatora koriS¢en RefSeqlD. Za svaki gen od interesa je dobijena tabela sa spiskom miRNK
koje se vezuju za IRNK datog gena. Podaci su analizirani kori§¢enjem internet aplikacije
ConnectTheDots (https://databasic.io/en/connectthedots/), dok je bioinformaticka platforma
Cytoscape 3.7.2 (Institute of Systems Biology, SAD) kori$¢ena za vizualizaciju interakcija miRNK-
IRNK.

Tabela 1. Nazivi gena ukljucenih u kanonski TGF signalni put i njihovi pristupni brojevi u
NCBI bazi koris¢eni za in silico analizu.

Naziv gena ukljuéenog u Pristupni broj u

kanonski TGFp signalni put NCBI bazi

TGFB1 NM_000660

TGFB2 NM_003238

TGFB3 NM_003239
TGFBR1 NM_001130916
TGFBR2 NM_001024847

SMAD?2 NM_005901

SMAD3 NM_005902

SMAD4 NM_005359

SMADG NM_005585

SMAD7 NM_005904

3.2. Kultivacija ¢elija

U ovom radu su korisc¢ene sledece celijske linije:

» adherentne humane ¢elijske linije primarnog adenokarcinoma kolona HCT116, DLD-1 i SW480
+ adherentna humana ¢elijska linija primarnog adenokarcinoma rektuma SW837

» adherentna humana ¢elijska linija metastatskog adenokarcinoma kolona SW620

+ adherentne humane ¢elijske linije nemalignog epitela kolona HCEC i HCEC-1CT

+ adherentna misija ¢elijska linija metastatskog melanoma 4C11+

Eksperimenti na ¢elijskoj liniji SW620 su radeni na SW620 ¢elijama koje su gajene u Beogradu u
Srbiji (u daljem tekstu SW620g) i na SW620 ¢elijama koje su gajene u Erlangenu u Nemackoj (u
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daljem tekstu SW620g). Celijska linija 4C11+ je kori§¢ena kao pozitivna kontrola u testu formiranja
tuba.

Celije su gajene u sterilnim uslovima u inkubatoru sa automatskim protokom 5% CO na
temperaturi od 37°C. Detalji vezani za uslove gajenja ovih celija su prikazani u Tabeli 2.

Tabela 2. Uslovi gajenja koriS¢enih ¢elijskih linija.

Cﬁﬁji;:a Sastav medijuma (proizvodac)
DMEM (Thermo Fisher Scientific, SAD),

SW620s 10% FBS (Thermo Fisher Scientific, SAD),
Penicilin-streptomicin 100 U/mL (Thermo Fisher Scientific, SAD)
DMEM (Thermo Fisher Scientific, SAD),

SW620e 10% FBS (PAN-Biotech, Nemacka),

Penicilin-streptomicin 100 U/mL (PAN-Biotech, Nemacka)

SW480 . .

SWa837 RPMI 1640 (PAA Laboratories, Austrija),
HCT116 10% FBS (PAN-Biotech, Nemacka),

DLD-1 Penicilin-streptomicin 100 U/mL (PAN-Biotech, Nemacka)

ColoUp (Evercyte, Austrija),

HCEC-1CT 2% FBS (Thermo Fisher Scientific, SAD),
Penicilin-streptomicin 100 U/mL (Thermo Fisher Scientific, SAD)
Basal HCEC medium (PAN-Biotech, Nemacka),
Penicilin-streptomicin 100 U/mL (PAN-Biotech, Nemacka),

2 mM GlutaMAX™ (Thermo Fisher Scientific, SAD),
HCEC* 30 ug/mL ekstrakt hipofize goveceta (PromoCell, Nemacka),
38 pg/mL askorbinska kiselina (Sigma-Aldrich, SAD),

1 nM deksametazon (Sigma-Aldrich, SAD),

100 nM retinol (Sigma-Aldrich, SAD)

RPMI 1640 (PAA Laboratories, Austrija),
4C11+ 5% FBS (PAN-Biotech, Nemacka),
Penicilin-streptomicin 100 U/mL (PAN-Biotech, Nemacka)
Skracenice: FBS - eng. Fetal Bovine Serum; DMEM - eng. Dulbecco's Modified Eagle Medium;
SAD - Sjedinjene Ameri¢ke Drzave; RPMI - eng. Roswell Park Memorial Institute.

Pred kultivaciju, alikvoti ¢elija su izvadeni iz kanistera sa te¢nim azotom (-196°C), brzo otopljeni u
odgovaraju¢em kompletnom medijumu prethodno zagrejanom na temperaturi od 37°C, i ¢elije su
zasejane u sud za gajenje (Petri posuda pre¢nika 10 cm, T-25 flask ili T-75 flask (Sarstedt, SAD), ili
u sluc¢aju HCEC c¢elija kada su koris¢ene specificne CellBIND (Corning, SAD) posude za gajenje
¢elija). Subkultivacija ¢elija je vrSena na svaka 3 ili 4 dana, odnosno kada ¢elije dostignu pribliznu
konfluentnost od 90%. Nakon odlivanja medijuma za gajenje, ¢elije su jednom isprane rastvorom 1
x PBS (eng. Phosphate Buffer Saline, PBS) a zatim je dodat rastvor 1 x tripsin-EDTA (0,5 mg/mL
tripsina i 0,2 mg/mL EDTA (eng. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA), Sigma Aldrich, SAD),
nakon ¢ega su ¢elije vracene U inkubator u trajanju od 3-5 minuta (min). Zatim je tripsin inaktiviran
dodavanjem kompletnog medijuma, a ¢elije su resuspedovane i zasejane u odgovarajuce posude za
gajenje, ili su zamrzavane.

Za odredivanje broja Celija je koriS¢ena plocica za brojanje Celija sa 4 velika polja podeljena na 16
manjih polja (Neubauer, Austrija). Na plocicu je naneto 10 puL resuspendovanih ¢elija, a Celije su
prebrojane u 2 velika polja. Broj ¢elija u rastvoru je odreden prema sledecoj formuli: broj ¢elija/mL
= (broj ¢elija/2) x 10,
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Kako bi se Celije pripremile za zamrzavanje u te¢nom azotu najpre su isprane rastvorom 1 x PBS,
zatim odlepljene od suda pomocu rastvora 1 X tripsin-EDTA i centrifugirane 3 min na 1800 rpm
(eng. rotations per minut, rpm). Supernatant je odbacen, a Celije su resuspendovane u medijumu za
zamrzavanje koji se sastoji od 90% FBS-a i 10% dimetil sulfoksida (Serva, Nemacka). Celije
resuspendovane u medijumu za zamrzavanje su zatim stavljene u kriotube (Sarstedt, SAD) i
postepeno prebacivane na nize temperature: sa 37°C na -20°C (priblizno 2 h (eng. hour, h)), dalje
na -80°C (preko no¢i) 1 na kraju su smestene u tecni azot.

3.3. Pravljenje SW620s ¢elija rezistentnih na 5-FU

Kako bi se napravio klinicki relevantan model koji bi imitirao uslove pod kojima ispitanici sa
mCRC primaju hemioterapiju, napravljene su SW620g ¢elije rezistentne na 5-FU (EBEWE Pharma,
Austrija) (SW620g 5-FUR). Celije SW620s 5-FUR su dobijene postepenim poveéavanjem
koncentracije 5-FU (5, 10, 15, 20 i 30 uM) tretmanima koji su trajali 3 dana nakon ¢ega je usledio
period oporavka od 4 dana u medijumu bez 5-FU. Ovakav jednonedeljni ciklus terapije je ponavljan
sve dok oporavljene Celije nisu formirale konfluentan sloj u T-75 flasku, nakon ¢ega se preslo na
sledeéu visu koncentraciju 5-FU. Pravljenje ¢elija SW620s 5-FUR je trajalo 6 meseci. Celije
SW620s 5-FUR su odrzavane u 30 pM 5-FU, dok su ove ¢elije pred izvodenje merenja ili postavke

eksperimenta gajene u medijumu bez 5-FU tokom jednog pasaza.

3.4. Tretmani Celija

3.4.1.

Zasejavanje Celija za tretmane

Detaljan pregled broja zasejanih ¢elija u zavisnosti od postavke eksperimenta je dat u Tabeli 3.

Tabela 3. Broj zasejanih Celija za odgovarajuci eksperiment.

Broj A, Lo
Test Celijska linija | zasejanih Posuda u kojoj su celije Trajanje
LT zasejane tretmana
éelija
MTT esej - odredivanje vijabilnosti ¢elija SW620s 1,5x10* | mikrotitar ploca sa 96 bunari¢a 72h
MTT esej - odredivanje vijabilnosti ¢elija HCEC-1CT 6 x 108 mikrotitar ploca sa 96 bunarica 72h
MTT esej - odredivanje ICso vrednosti 5-FU a\é/.?igé 7,5x10% | mikrotitar ploga sa 96 bunari¢a 48 h
MTT esej - odredivanje ICso vrednosti 5-FU SW620s 1x10* mikrotitar plo¢a sa 96 bunarica 72h
MTT esej - odredivanje ICso vrednosti 5-FU | SW620s5-FUR 6 x 108 mikrotitar plo¢a sa 96 bunarica 72h
Analiza ekspresije gena SW620s 5x 105 mikrotitar plo¢a sa 6 bunari¢a |2||41h447ﬁ1hz
Analiza ekspresije gena HCEC-1CT 2,5 x 105 mikrotitar ploca sa 6 bunari¢a 72h
. . SW620e 6 . o
Analiza ekspresije gena HCT116 1,5x 10 Petri posuda pre¢nika 10 cm 48 h
Test zarastanja povrede SW620e* 1,3 x 105 komora silikonskog inserta 48h,72h
Test zarastanja povrede HCT116* 8 x 10* komora silikonskog inserta 48h,72h
Test formiranja tuba SW620e* 1,2x 105 | mikrotitar ploc¢a sa 96 bunari¢a 20h,40h
Test formiranja tuba HCT116* 8 x 10* mikrotitar plo¢a sa 96 bunarica | 20h,40h
Test formiranja tuba 4C11+ 3x10* mikrotitar plo¢a sa 96 bunari¢a 20h,40h
Test onemogucavanja éelijama da se zalepe SW620e* " I N . 24 h, 48 h,
za podlogu HCT116* 2,5x10 mikrotitar plo¢a sa 6 bunari¢a 72h, 96 h

Skracenica: MTT - eng. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide.
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1. Pri tretmanu od 144 h medijum za gajenje ¢elija nije menjan.
2. Gustina gajenja Celija je prethodno optimizovana tako da ¢elije SW620g ne dostignu konfluentnost od 100% do 144 h gajenja.
* oznacava Celije koje su prethodno transfekovane.

3.4.2.  Odredivanje ICso vrednosti 5-FU

ICso (eng. half-maximal inhibitory concentration, 1Cso) vrednost 5-FU je odredena za celije
SW620g, SW6208 5-FUR, HCT116 i SW620€. Broj zasejanih Celija za odredivanje ICso vrednosti
5-FU je prikazan u Tabeli 3, a uslovi gajenja kao u Tabeli 2.

Senzitivnost SW620s i SW620s 5-FUR ¢elija na 10 uM, 50 uM, 100 uM, 150 pM, 200 uM, 250
MM i 300 uM 5-FU je 72 h nakon tretmana proverena MTT esejem. Svi uzorci su radeni u triplikatu
u 3 nezavisna eksperimenta. Promena u rezistenciji, FR (eng. fold resistance, FR), je izracunata
prema formuli FR = 1Cso SW620g 5-FUR / 1C50 SW620g.

HCT116 i SW620k su tretirane 48 h sa 5,35 uM, 10,7 uM, 21,4 uM, 42,8 uM, 85,6 uM, 128,5 uM i
171,6 pM 5-FU nakon ¢ega je usledila analiza MTT esejem. Uzorci su radeni u ¢etvoroplikatu u 2
nezavisna eksperimenta.

3.4.3. Tretmani ¢elija hemioterapeutskim lekovima i/ili bevacizumabom

Celije kori¢ene u ovoj studiji su uvek tretirane sa sveZe pripremljenim hemioterapeutskim
lekovima koji su rastvoreni u dvostruko destilovanoj vodi (ddH20) i razblaZeni u medijumu za
gajenje Celija. Korisé¢ene koncentracije hemioterapeutskih lekova za tretmane ¢elijskih linija su bile
sledece:

o SW620g - 2 % ICsp vrednosti koje su prethodno dobijene za SW480 celije [191] i to: 21,4
uM 5-FU, 85 uM oksaliplatin (Actavis Italy, Italija) i 16 uM irinotekan (Sindan-Pharma,
Rumunija). Iste koncentracije pojedina¢nih hemioterapeutskih lekova su koriséene i u
kombinovanim tretmanima FOX (5-FU/oksaliplatin) i FIRI (5-FU/irinotekan).

e SW620g - ICso vrednost 5-FU dobijena za ove Celije

o HCT116 - ICso vrednost 5-FU dobijena za ove Celije.

Celije SW620s i HCEC-1CT su tretirane sa 3 klini¢ki relevantne koncentracije bevacizumaba
(Avastin®, Roche, Svajcarska) izabranih na osnovu klini¢kih farmakokineti¢kih analiza: 25 pg/mL
(koncentracija niza od stabilnog stanja), 85 ug/mL (koncentracija pri stabilnom stanju) [192,193] i
250 pg/mL (prosecna maksimalna koncentracija bevacizumaba u plazmi ispitanika sa mCRC na
osnovu studija Liston i sar. [194] i Zhi i sar. [193]) sa ili bez FOX kotretmana. Svaki eksperiment je
podrazumevao i negativnu kontrolu (¢elije tretirane samo sa ddH20).

3.5. Transfekcija humanih ¢elija

Pregled broja zasejanih Celija i samog procesa transfekcije za razli¢ite tipove eksperimenata je dat u
Tabeli 4.
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Tabela 4. Pregled procesa transfekcije za razli¢ite tipove eksperimenata.

Celijska Broj
Iinji'a zasejanih Posuda za zasejavanje Test
) éelija
SW620e 5x10° mikrotitar plo¢a sa 6 bunari¢a Analiza uspesnosti transfekcije
SW620e Test zarastanja povrede, Test formiranja tuba, Test onemoguéavanja

mikrotitar plo¢a sa 6 bunarica

HCT116 6,5 %105 ¢elijama da se zalepe za podlogu, Analiza Celijskog ciklusa

SW620e | 2,64 x 10°

HCT116 18x 106 posuda pre¢nika 10 cm CAM esej

SW620e 15 x 108

HCT116 9 x 10° mikrotitar ploc¢a sa 96 bunarica Kristal violet bojenje

Za transfekciju je koriséen reagens Lipofectamine® RNAIMAX (Thermo Fisher Scientific, SAD).
Celije su zasejane pri gustini navedenoj u Tabeli 4, u mikrotitar plodu sa 6 ili 96 bunarica, ili
posudu preénika 10 cm. Nakon 24 h od zasejavanja Celije su transfektovane prema uputstvu
proizvodaca. Transfekciona smesa koja se dobija tako $to se tuba sa Lipofectamine® RNAIMAX
reagensom i Opti-MEM™ | Reduced Serum (Thermo Fisher Scientific, SAD) (u daljem tekstu Opti-
MEM), je pomesana u odnosu 1:1 sa smeSom Opti-MEM medijuma i:

e 10 nM hsa-miR-93-5p mirVana™ miRNA mimic, ID: MC10591 (Ambion, SAD) - sluzi za
povecanje ekspresije hsa-miR-93-5p (u daljem tekstu hsa-miR-93-5p mimik), ili

o 10 NM mirVana™ miRNA mimic Negative Control #1 (Ambion, SAD) - sluzi kao negativna
kontrola transfekcije sa hsa-miR-93-5p mimikom (u daljem tekstu hsa-miR-93-5p mNK), ili

e 50 nM hsa-miR-93-5p mirVana™ miRNA inhibitor, ID: MH10591 (Ambion, SAD) - sluzi
za smanjenje ekspresije hsa-miR-93-5p (u daljem tekstu hsa-miR-93-5p inhibitor), ili

o 50 NM mirVana™ miRNA Negative Control #1 (Ambion, SAD) - sluzi kao negativna
kontrola transfekcije sa hsa-miR-93-5p inhibitorom (u daljem tekstu hsa-miR-93-5p iNK).

Smesa je inkubirana 5 min na sobnoj temperaturi kako bi se formirao kompleks izmedu DNK i
reagensa Lipofectamine® RNAIMAX. U meduvremenu je medijum u kome su gajene Celije
zamenjen novim medijumom bez seruma i antibiotika. Smesa je zatim nakapana na celije i
ostavljena 24 h nakon Cega su celije dalje procesuirane u zavisnosti od primenjenog testa. Za
analizu vijabilnosti Celija koja je podrazumevala i tretman sa 5-FU, ¢elije su najpre transfekovane
kako je prethodno opisano, a 24 h nakon transfekcije celije su tretirane odgovaraju¢om ICsg
vrednos¢u 5-FU za datu celijsku liniju, a 48 h nakon tretmana sa 5-FU usledila je analiza
vijabilnosti ¢elija kristal violet bojenjem.

3.6. Analiza vijabilnosti ¢elija
3.6.1. Analiza vijabilnosti ¢elija MTT esejem

MTT esej je kvantitativna kolorimetrijska metoda kojom se odreduje metabolicka aktivnost ¢elija, a
koja moze posluziti kao indikator za merenje vijabilnosti ¢elija, proliferacije ¢elija i citotoksi¢nosti.
Ova metoda se zasniva na sposobnosti enzima mitohondrija NAD(P)H-zavisnih oksidoreduktaza da
redukuju zuti MTT reagens u ljubicasti formazan. Reakcija se odvija samo u zivim ¢elijama u
kojima su NAD(P)H-zavisne oksidoreduktaze aktivne pa je koli¢ina dobijenog formazana
proporcionalna broju vijabilnih ¢elija.
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Celije su zasejane i tretirane kako je prethodno opisano u sekciji 3.4. MTT prah je rastvoren u PBS-
u, dok je MTT rastvor finalno razblazen do 0,5 mg/mL u medijumu za gajenje ¢elija. Celije su
inkubirane u medijumu sa MTT-om tokom 2h na 37°C u inkubatoru, nakon ¢ega je medijum sa
MTT-om odliven a ¢elije su lizirane u 100 uL DMSO (eng. dimethyl sulfoxide, DMSQO) (Serva,
Nemacka) tokom 30 min. Apsorbanca je izmerena na 550 nm na aparatu Infinite M200 PRO plate
reader (TECAN, Svajcarska). Podaci su prikupljeni i analizirani pomoéu softvera Magellan 7.2.
Svaka analizirana mikrotitar ploca sa 96 bunari¢a je sadrzala i Celije u triplikatu koje nisu
inkubirane u MTT rastvoru i sluzile su za normalizaciju signala (blank uzorak). Procenat vijabilnih
¢elija je izraCunat preko vrednosti apsorbance (Abs) koristeci sledecu formulu:

% Vl_]ablh'llh éell_]a = ((AbSuzorak - AbSbIank) / (AbSkontrola - AbSbIank)) x 100.

Svaki tretman je raden u triplikatu, a svaki eksperiment je ponovljen 3 puta.

3.6.2.  Analiza vijabilnosti Celija kristal violet bojenjem

Bojenje kristal violetom (heksametil-pararoanilin hlorid) je ne-enzimska metoda za analizu
vijabilnih adherentnih celija koja se zasniva na afinitetu boje kristal violet za spoljasnju povrsinu
dvostruke zavojnice DNK. Koli¢ina boje koja se apsorbuje zavisi od kolicine DNK prisutne u
kulturi ¢elija na osnovu ¢ega se moze proceniti broj adherentnih ¢elija u kulturi. Metoda ne boji
mrtve Celije jer ¢e one biti odlepljene od podloge i biti odstranjene tokom koraka ispiranja.

Rastvor za bojenje kristal violet je pripremljen tako $to je 0,5 g kristal violeta (Sigma-Aldrich,
SAD) rastvoreno u 20 mL 100% metanola i 80 mL dH20. Nakon zavrSenog tretmana, celije su
oprane sa 300 pL 1 x PBS-om, PBS rastvor je odstranjen i u svaki bunari¢ je dodato 50 pL kristal
violet rastvora. Mikrotitar ploca je ostavljena na klackalici 15 min na sobnoj temperaturi. Rastvor
kristal violeta je uklonjen, a ¢elije su zatim 2 puta isprane sa 300 pL dH20 nakon ¢ega je mikrotitar
ploca prevrnuta kako bi se sva te¢nost ocedila tokom narednog sata na ubrus koji je postavljen
ispod. Nakon susenja, dodato je 200 pL metanola po bunaricu i mikrotitar plo¢a je ponovo
ostavljena na klackalicu 15 min na sobnoj temperaturi. Apsorbanca je izmerena na 595 nm na
VICTOR X3 (PerkinElmer, SAD) c¢itatu mikrotitar ploca. Procenat vijabilnih ¢elija je izraCunat
preko vrednosti apsorbance (Abs) koriste¢i formulu opisanu u sekciji 3.6.1. Svaki uzorak je raden u
Cetvoroplikatu, a svaki eksperiment je ponovljen dva puta.

3.7. Analiza ¢elijske smrti
3.7.1.  Analiza Celijske smrti metodom protocne citofluorimetrije

Analiza ¢elijske smrti po tipu apoptoze je izmerena metodom protocne citofluorimetrije koristec¢i
komercijalno dostupni kit APOPTEST™-FITC (Dako, Danska) koji se zasniva na dualnom bojenju
sa aneksinom V konjugovanim sa fluorescein-izotiocijanatom (FITC), i propidijum-jodidom (PI).
Ovaj kit koristi svojstvo aneksina V da se veze za membranski fosfolipid fosfatidil-serin u prisustvu
Ca?*. Translokacija fosfatidil serina sa unutrasnje strane membrane na spoljasnju je jedna od prvih
karakteristika ¢elija koje su krenule u ¢elijsku smrt po tipu apoptoze. PI se vezuje za DNK. Ovakvo
bojenje omogucava razlikovanje: Zivih ¢elija (aneksin V-FITC-, Pl-), ¢elija u ranoj fazi apoptoze
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(aneksin V-FITC+, PI-), ¢elija u kasnim fazama apoptoze (aneksin V-FITC+, PI+) i mrtvih ¢elija
(aneksin V-FITC-, PI+).

Priprema komponeti pre izvodenja eksperimenta je podrazumevala:

» razblazivanje 10x koncentrovanog pufera za vezivanje u dH>O i stavljanje na led
» razblazivanje aneksin V-FITC rastvora 10x sa hladnim razblazenim puferom za vezivanje
» rastvaranje Pl u 1 mL dH20O do finalne koncentracije od 250 pg/mL.

SW620g celije su tretirane pojedina¢nim i kombinovanim hemioterapeutskim lekovima u trajanju
od 72 h (videti sekciju 3.4.3.) nakon ¢ega je analizirana ¢elijska smrt po tipu apoptoze. Medijum u
kojem su celije gajene je pokupljen i sacuvan kako bi u analizu bile ukljucene i odlepljene
apoptoti¢ne Celije. Zalepljene celije su isprane 2 puta sa 1 x PBS-om, tripsinizovane, pokupljene sa
prethodno sacuvanim medijumom i centrifugirane (1800 rpm, 5 min). Supernatant je odliven i ¢elije
su jo§ jednom isprane 1 x PBS-om i centrifugirane pri istim uslovima. Supernatant je odliven a
¢elije su resuspendovane u 490 pL hladnog, prethodno 10x razblazenog pufera za vezivanje. Nakon
toga je u celijsku suspenziju dodato 5 pL razblazenog aneksin V-FITC rastvora i 5 pL PI. Tube sa
uzorcima su inkubirane 10 min na ledu, u mraku. Nakon inkubacije, ¢elije su prebacene u kivetu
(Sarstedt, SAD) za proto¢ni citometar nakon ¢ega je dodato jo§ 500 puL PBS-a. Pri analizi je
koris¢eno izmedu 1 x 10° i 1 x 10° ¢elija po uzorku. Negativna kontrola je podrazumevala da éelije
prolaze sve korake protokola bojenja, sem $to nije dodavan ni aneksin V-FITC ni Pl (neobojene
Celije). Tretirane SW620s celije obojene aneksin V-FITC-om i Pl-om su analizirane u toku
narednog sata na proto¢nom citometru CyFlow Space (Partec, Nemacka). Intenzitet fluorescencije
je izmeren u zelenom FL1 i narandzastom FL2 kanalu. Za svaki uzorak je propusSteno 50000 ¢elija,
a procenat zivih celija, ¢elija u ranoj i kasnoj fazi apoptoze, kao i procenat mrtvih celija je
analiziran pomocu softvera FloMax®. Eksperiment je ponovljen 4 puta.

3.7.2.  Analiza Celijske smrti testom onemogucavanja ¢elijama da se zalepe za podlogu

Anoikis je podvrsta programirane ¢elijske smrti po tipu apoptoze koja moZe nastati ukoliko dode do
odvajanja celija od vancelijskog matriksa. Testom onemogucavanja Celijama da se zalepe za
podlogu (eng. detachment assay) je analizirana sposobnost ¢elija da preZive tako Sto agregiraju i
formiraju sferoide, odnosno sposobnost da izbegnu ¢elijsku smrt po tipu anoikis. Kako bi se
¢elijama onemogucilo da se zalepe za povrSinu suda za gajenje, mikrotitar plo¢a sa 6 bunarica je
obloZena biokompatibilnim hidrogelom PolyHEMA (eng. poly(2-hydroxyethyl methacrylate)).
Rastvor PoOlyHEMA je napravljen tako sto je 2 g PolyHEMA praha dodato u 100 mL sterilnog 95%
etanola. Smesa je ostavljena 6 h na 65°C kako bi se prah u potpunosti rastvorio. Nakon toga, u svaki
bunari¢ je dodato po 250 puL PolyHEMA rastvora nakon Cega su mikrotitar plo¢e sa blago
otvorenim poklopcem ostavljene 24 h u laminaru sa stabilnim protokom vazduha. Preostali rastvor
PolyHEMA je preko noci ostavljen na 4°C, a proces oblaganja je ponovljen narednog dana.

Dva dana pred izvodenje testa Celije su zasejane, a sledeCeg dana su transfekovane kako je
prethodno opisano u sekciji 3.5. 24 h nakon transfekcije ¢elije su odlepljene od podloge, prebrojane
I zasejane u triplikatu u 2 mL medijuma (kao $to je prikazano u Tabeli 3) u mikrotitar ploce sa 6
bunari¢a oblozene PolyHEMA hidrogelom i vracene u inkubator. Sposobnost ¢elija da formiraju
agregate/sfere je pracena na svetlosnom mikroskopu DMil (Leica, Nemacka) i zabelezena
fotografijama na svakih 24 h sve do 96 h. Eksperiment je ponovljen dva puta.
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3.8. Analiza Celijskog ciklusa metodom proto¢ne citofluorimetrije

Celijski ciklus se sastoji od interfaze i mitoze. Interfazu &ine G1 faza (eng. gap, G) (tokom koje
¢elija raste i dolazi do pripreme cCelije za replikaciju molekula DNK), S faza (eng. synthesis, S)
(tokom koje dolazi do replikacije DNK) i G2 faze (tokom koje dolazi do pripreme celije za deobu).
Svaka faza celijskog ciklusa se razlikuje po koli¢ini DNK, tako da je u G1 fazi broj hromozoma u
éeliji (n) jednak 2n, u S fazi 2n-4n, i u G2 fazi 4n. Celije reverzibilno mogu da prestanu da se dele i
da predu u stanje mirovanja koje se ozna¢ava kao GO faza. Celije u apoptozi se oznaéavaju kao sub-
G1 populacija ¢elija jer su hipodiploidne, tj. imaju sadrzaj DNK < 2n. Analiza ¢elijskog ciklusa
metodom protocne citofluorimetrije se bazira na razlikovanju koli¢ine DNK u ¢eliji pomo¢u DNK-
vezujuce boje PIL.

Pre procedure su napravljeni pufer za permeabilizaciju i Pl pufer za bojenje.
Pufer za permeabilizaciju (pH 7,8):

o 50 mM Na2HPO4 (9/10 delova) (Merck, Nemacka)

« 25 mM limunska kiselina (1/10 delova) (Sigma-Aldrich, SAD)
e 0,1% Triton X 100 (Merck, Nemacka)

o 0,01% NaN3s (Serva, Nemacka)

Pl - pufer za bojenje:

« 25mL PBS

o 3,75mgPI

« 25 mg natrijum citrat (Sigma-Aldrich, SAD)

e 25 uL Triton X 100 (Merck, Nemacka)

» rastvor se na kraju filtrira steriliSucom filtracijom

SW620e1 HCT116 ¢elije su zasejane i transfekovane narednog dana kao $to je prikazano u Tabeli 4.
SW620k ¢elije su transfekovane samo sa hsa-miR-93-5p mimikom i mNK, dok su HCT116 ¢elije
transfekovane sa hsa-miR-93-5p inhibitorom i iINK. 24 h nakon transfekcije, supernatant u kome
plivaju celije je pokupljen u Falcon tubu od 50 mL. Adherentne Celije su isprane sa 4 mL PBS
rastvora Kkoji je takode pokupljen u istu Falcon tubu. Adherentne Celije su odlepljene pomoéu 750
pL tripsina 1 prebacene u istu Falcon tubu. Najzad je posuda u koje su ¢elije gajene dva puta isprana
sa 4 mL PBS rastvora, gde su potencijalno zaostale ¢elije pridruzene veé¢ pokupljenim ¢elijama. Na
ovaj nacin su za analizu pokupljene i plutajuce i adherentne Celije. Nakon centrifugiranja na 200 x
g, 5 min na 4°C, supernatant je pazljivo odstranjen. Celijski talog je ispran sa 2 mL PBS rastvora,
nakon cega je usledilo centrifugiranje pod istim uslovima. Nakon §to je supernatant pazljivo
odstranjen, pristupilo se procesu fiksacije ¢elija.

Dobijeni ¢elijski talog je resuspendovan u 0,5 mL PBS rastvora. Zatim je uz lagano meSanje polako
dodavano 3 mL 70% etanola (u PBS-u) po principu kap-po-kap, nakon ¢ega je smesa ostavljena na
ledu 30 min. Zatim su ¢elije centrifugirane (200 x g, 5 min, 4°C), supernatant je odliven, a ¢elijski
talog je resuspendovan u 1 mL PBS rastvora, nakon ¢ega su celije prebacene u kivete za proto¢nu
citometriju u kojima su ¢elije dalje bile bojene sa PI.

Celije u kivetama su centrifugirane (200 x g, 5 min, 4°C), supernatant je odliven, a ¢elijski talog je
resuspendovan u 1 mL pufera za permeabilizaciju. Smesa je ostavljena da se inkubira 5 min na
sobnoj temperaturi. Nakon toga, ¢elije su centrifugirane pod istim uslovima i supernatant je odliven.
Celije su zatim resuspendovane u 100 pL Pl - pufera za bojenje i 5 pL sveZe dodate RNaze (10
mg/mL, Thermo Fisher Scientific, SAD) i ostavljene da se inkubiraju 30 min na sobnoj temperaturi
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u mraku. Nakon toga, ¢elije su isprane sa 2 mL PBS rastvora, centrifugirane pri istim uslovima i
supernatant je odliven. Celije su finalno resuspendovane u 200 pL PBS-a i analizirane na BD
FACSCanto™ II protocnom citometru (BD Biosciences, SAD). Dobijeni podaci su analizirani
pomocéu BD FACSDiva™ programa koji automatski odreduje distribuciju ¢elija po fazama éelijskog
ciklusa. U svakom uzorku je analizirano 10 000 pojedinacnih dogadaja.

3.9. Test zarastanja povrede

Testom zarastanja povrede (eng. wound-healing assay ili eng. wound-scratch assay) je prac¢ena
migracija SW620g i HCT116 ¢elija. Celije su najpre zasejane i transfekovane kako je prethodno
opisano u sekciji 3.5. 24 h nakon transfekcije ¢elije su odlepljene od podloge, prebrojane i zasejane
(kao $to je prikazano u Tabeli 3) i ostavljene 24 h da se zalepe za dno posude u 2 komore
silikonskog inserta izmedu kojih se nalazi definisani prostor koji ¢elije ne mogu da nastane (Ibidi,
Nemacka), a koji je postavljen u bunari¢ mikrotitar plo¢e sa 24 bunari¢a. Nakon toga, u svaku
komoru silikonskog inserta je dodat 1 pg/mL mitomicin C (Sigma-Aldrich, SAD). Mitomicin C
sluzi kao inhibitor proliferacije ¢elija kako bi se izbegla moguénost da ¢elije popune razmak izmedu
komora tako Sto se dele, ve¢ je popunjavanje razmaka iskljucivo posledica njihove migracije.
Nakon 2 h od dodavanja mitomicina C, insert je uklonjen, a Celije su pazljivo isprane sa 500 pL
PBS-a. Najzad, u svaki bunari¢ je dodato 500 uL odgovaraju¢eg medijuma za gajenje ¢elija u koji
je dodat 1 pg/mL mitomicina C. Vreme kada je insert uklonjen je oznaceno kao to, vreme 24 h
nakon uklanjanja inserta kao to4n, a vreme 48 h nakon uklanjanja inserta kao tsgn. Po 2 fotografije su
napravljene za svaki bunari¢ u sve tri vremenske tacke, 1 to tako da je uvek slikana ista pozicija
bunari¢a. PovrSina razmaka u vremenskim tackama to, tosn i tagn je izmerena koris¢enjem softvera
ImageJ (U. S. National Institutes of Health, SAD).

Procenat popunjenosti razmaka nakon 24 h je izra¢unat pomocu formule: Xasn = [1-(t24n/to)] % 100.

Procenat popunjenosti razmaka nakon 48 h je izra¢unat pomoc¢u formule: Xagn = [1-(tagn/to)] % 100.

3.10. Test formiranja tuba

Angiogeneza podrazumeva proces stvaranja novih krvnih sudova od postojec¢ih i neophodna je za
rast i metastaziranje tumora. Neke celijske linije se u in vitro uslovima umreZavaju kreirajuci
strukture poput kanala i lumena tj. struktura koje li¢e na vaskularne mreze nastalih od endotelnih
¢elija. Ovaj proces se naziva vaskularna mimikrija. Test formiranja tuba je in vitro test proucavanja
procesa angiogeneze. Testom formiranja tuba (eng. tube formation assay) su analizirane SW620e
¢elije, dok su HCT116 ¢elije sluzile kao negativna kontrola, a 4C11+ ¢elije kao pozitivna kontrola
za stvaranje tuba.

Dva dana pred izvodenje testa Celije su zasejane, a sledeceg dana su transfekovane kako je
prethodno opisano u sekciji 3.5. Dan pre pocetka testa, Matrigel matriks (Matrigel Basement
Membrane Matrix, Phenol Red-Free (Corning, SAD)) na kome e ¢elije biti zasejane je stavljen na
led 1 ostavljen u frizideru preko noci da se odledi. Mikrotitar ploca sa 96 bunarica je stavljena na led
neposredno pred izvodenje testa. U svaki bunari¢ je paZljivo naliveno 40 pL. Matrigel matriksa
pomocu nastavaka koji su prethodno ohladeni na -20°C, vodeé¢i racuna da je dno bunari¢a u
potpunosti pokriveno i da ne postoje balon¢i¢i vazduha. Mikrotitar ploca sa 96 bunarica je nakon
nalivanja Matrigel matriksa stavljena u inkubator na 37°C na 30 min kako bi Matrigel matriks
presao iz te¢nog stanja u gelastu strukturu. Istog dana (24 h nakon transfekcije) ¢elije su odlepljene
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od podloge, prebrojane i zasejane u odgovaraju¢em medijumu, u zapremini 100 pL, u triplikatu, na
Matrigel matriks kao Sto je prikazano u Tabeli 3. Formiranje tuba je prac¢eno na svetlosnom
mikroskopu DMil (Leica, Nemacka) i zabelezeno fotografijama 20 h i 40 h nakon zasejavanja.
Eksperiment je ponovljen dva puta.

3.11. CAM esej

Za proucavanje uloge hsa-miR-93-5p na rast tumora na in vivo/in ovo model sistemu, kori$éen je
embrion pileta, odnosno CAM esej (eng. chorioallantoic-membrane assay, CAM). Prema direktivi
2010/63/EU Evropskog Parlamenta i Saveta od 22. septembra 2010. godine o zastiti Zivotinja koje
se koriste u naucne svrhe, za izvodenje eksperimenta posredstvom CAM eseja nije potrebna
dozvola etickog komiteta jer ni horioalantoisna membrana ni embrion pileta ne poseduju receptore
bola, i eksperimenti se mogu vrsiti sve do momenta izleganja [195]. Za CAM esej su koriS¢ena
specifi¢na oplodena jaja bez patogena (VALO BioMedia, Nemacka) koja su ¢uvana u inkubatoru na
37°C i relativnoj vlaznosti oko 80%.

Procedura izvodenja CAM eseja je prikazana na Slici 8. Sedmog dana embrionalnog razvoja, $iri
pol jajeta po uzduznoj osi je prebrisan 70% etanolom i preko ljuske je zalepljena Durapore™
hirurska traka (3M, SAD), nakon Cega je napravljena rupica u ljusci jajeta pomoc¢u ostre pincete
koja je takode prebrisana 70% etanolom. Rupica u ljusci jajeta se pravi kako bi vazduh izasao i
CAM se spustio $to ¢e olaksati stavljenje ¢elija na CAM. Preko napravljene rupice je stavljen novi
sloj Durapore™ hirurske trake i jaja su vraéena u inkubator. Istog dana, SW620e i HCT116 éelije
su zasejane za transfekciju kao $to je prikazano u Tabeli 4. Osmog dana embrionalnog razvoja, na
mestu gde je ranije napravljena rupica, sada je pomoc¢u makazica pazljivo napravljen otvor pre¢nika
1-1,5 cm. Kap PBS rastvora je naneta na membranu koja naleze na ljusku jajeta, nakon Cega je
membrana probuSena. PBS se nanosi kako bi se lakSe uo€ilo mesto na kome je membrana
probusena. Zatim je deo membrane ispod napravljenog otvora pazljivo uklonjen kako se ne bi
povredili krvni sudovi embriona, nakon ¢ega je bilo mogucée pristupiti CAM-u. Ukoliko je embrion
izgledao zdravo, preko napravljenog otvora je stavljena Durapore™ hirurSka traka i jaja su vraéena
u inkubator. Istog dana su SW620e i HCT116 celije transfekovane kako je prikazano u Tabeli 4.
Devetog dana embrionalnog razvoja, transfekovane ¢elije su prebrojane, 1 x 10° ¢elija je prebaceno
u 1,5 mL tubu koja je zatim centrifugirana na 300 x g, 5 min, 4°C dok je preostali deo celija
sacuvan za analizu ekspresije hsa-miR-93-5p kako bi se proverila uspesnost transfekcije ¢elija koje
su nanete na CAM. Supernatant je odliven, a ¢elijski talog je resuspendovan u 20 puL medijuma,
nakon Cega je dodato 20 puL hladnog Matrigel matriksa i dobro je promeSano. Smesa je zatim
nanesena u vidu kapi na poklopac Petri posude koja je prvo ostavljena 10 min na sobnoj
temperaturi, a zatim stavljena u inkubator 1 h kako bi Matrigel presao iz te¢nog stanja u gelastu
strukturu. Nakon Sto je smeSa Celija sa Matrigel matriksom ocvrsnula, pomocu laboratorijske
Spatule smesa je pazljivo nanesena na CAM na mesto gde se ukrstaju veci krvni sudovi. Za svaku
¢elijsku liniju su uradene 4 transfekcije (hsa-miR-93-5p mimik, mNK, inhibitor i iNK), a za svaku
grupu je odvojeno 10 jaja (1 x 10° ¢elija pomesanih sa Matrigel matriksom se nanosi na jedno jaje).
Naredna 4 dana jaja su svakodnevno proveravana kako bi se eventualno uklonili embrioni koji su
uginuli. Tumorska masa je uklonjena sa CAM-a cetrnaestog dana embrionalnog razvoja (petog dana
od stavljanja ¢elija na CAM). Naime, najpre je nekoliko kapi 4% formaldehida (Sigma, SAD)
naneto na tumorsku masu, ostavljeno oko 30 s, a zatim je makazicama isecen tumor sa okolnim
CAM-om i potopljen u Petri posudu sa PBS-om. Dok je iseCena tumorska masa u PBS rastvoru,
izvrSena je eutanazija embriona dekapitacijom. Tumorska masa sa okolnim CAM-om je prebacena
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iz PBS rastvora na filter membranu od celuloznog acetata (Sartorius, Nemacka), nakon cega je
fotografisana i premerena joj je duzina, Sirina i visina. Sav zivotinjski otpad je prikupljen, zamrznut
na -20°C tokom no¢i i dalje unisten prema lokalnim regulativama. Ukupna zapremina tumorske
mase je izraCunata prema formuli koja pretpostavlja elipsoidni oblik: V = duzina x $irina X visina X
0,526 [196]. Eksperiment je izveden jednom.

[o]

Embrionalni razvoj I T - ( \ I
0 6 7 8 10 11 12 13 14
| | ]

Vreme
(dan)

CAM esej -2 -1 0 1 2 3 4 5

—— transfekcija
<l

Slika 8. Eksperimentalni postupak izvodenja CAM eseja. A) pravljenje rupice u ljusci jajeta, B)
zasejavanje Celija za transfekciju, C) uklanjanje membrane koja naleZe na ljusku jajeta kako bi se
oslobodio CAM, D) stavljanje Durapore™ hirurike trake preko otvora, E) nanoSenje smese éelija i
Matrigel matriksa na CAM, F) uklanjanje tumorske mase sa CAM-a.

3.12. lzolacija RNK
3.12.1. Izolacija RNK iz ¢elija i tkiva

Ukupna RNK je izolovana iz ¢elija gajenih u kulturi pomocéu reagensa TRIzol (Thermo Fisher
Scientific, SAD) prate¢i uputstva proizvodaca uz nekoliko modifikacija. Naime, medijum u kojem
su gajene ¢elije u posudi sa 6 bunarica je odliven i dodato je 1 mL TRIzol reagensa u trajanju od 1
minuta kako bi doSlo do lize ¢elija. Zatim su ¢elije nekoliko puta propustene kroz nastavak od 1 mL
pomocu pipete kako bi se uzorak u potpunosti homogenizovao, pokupljene u 1,5 mL plasti¢nu tubu
i dalje cuvane na -80°C sve do trenutka izolacije RNK.

Zamrznuti uzorci su ostavljeni na sobnoj temperaturi kako bi se odledili, a zatim je dodato 200 pL
hloroforma (Merck, Nemacka) nakon Cega je smesa dobro promuckana tokom 15 sekundi (S) i
ostavljena da se inkubira 10 min. Nakon inkubacije, uzorci su centrifugirani u hladnoj klini¢koj
centrifugi na 12000 x g tokom 15 min na temperaturi od 4°C. Nakon centrifugiranja, u novu
plasti¢nu tubu od 1,5 mL je prebaceno priblizno 600 uL vodene faze u vidu supernatanta koja sadrzi
RNK, dok donja organska faza i sredi$nja faza koja sadrzi DNK nisu prebacene. U supernatant sa
RNK je zatim dodato 500 pL hladnog 100% izopropanola (Merck, Nemacka) i smesa je ostavljena
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da se inkubira 10 min na sobnoj temperaturi. Kako bi doSlo do precipitacije RNK uzorci su
centrifugirani (12000 x g, 10 min, 4°C) pri ¢emu je doslo do formiranja RNK taloga. Supernatant je
odliven a RNK talog je resuspendovan u 1 mL hladnom 75% etanolu napravljenog u DEPC-om
(eng. diethyl pyrocarbonate, DEPC) tretiranoj ddH-O kako bi se RNK isprala. Uzorci su promesani
I ponovo centrifugirani (7500 x g, 5 min, 4°C), i supernatant je odliven. Uzorci su ostavljeni da se
osu$e, finalno resuspendovani u 30 pLL DEPC-tretiranoj vodi (Thermo Fisher Scientific, SAD) i
inkubirani na 55°C, 10 min u termo bloku. Izolovana RNK je ¢uvana na temperaturi od -80°C.

Prikupljeni bioloski materijal od ispitanika sa mCRC u vidu CRLM i netumorskog tkiva jetre su
najpre sitno iseckani pomocu skalpela. Komadi¢i tkiva su zatim prebaceni u 1,5 mL plasticnu tubu
sa 500 pL TRIzol reagensa gde su ruéno homogenizovani pomocu plastiénih homogenizera
prilagodenih 1,5 mL tubama. Nakon homogenizacije, dodato je jo§ 500 uL TRIzol reagensa nakon
Cega su uzorci centrifugirani kako bi se uklonio nerastvorljivi materijal (3500 x ¢, 4 min, 4°C).
Supernatant je prebacen u novu 1,5 mL tubu, a dalji koraci protokola od momenta dodavanja
hloroforma su isti kao u ve¢ opisanom protokolu za izolaciju RNK iz ¢elijja.

3.12.2. lzolacija RNK iz seruma ispitanika sa mCRC

U 400 pL seruma dodato je 1 mL TRIzol reagensa i 1 pL glikogena oslobodenog od nukleaza
(USB, SAD) koncentracije 1 pg/uL. Smesa je vorteksovana 20 s kako bi se razbile nastale Zuckaste
kuglice, a zatim je inkubirana 10 min na sobnoj temperaturi. Odmah nakon toga, dodato je 200 pL
hloroforma i tuba sa uzorkom je snazno muckana u ruci 20 s, a zatim inkubirana 15 min na sobnoj
temperaturi. Nakon inkubacije, uzorci su centrifugirani (12,000 x g, 15 min, 4°C). U novu plasti¢nu
tubu od 2 mL je prebaceno priblizno 800 pL gornje vodene faze u vidu supernatanta koja sadrzi
RNK, a zatim je dodato 1,2 mL izopropanola. Smesa je inkubirana 10 min na sobnoj temperaturi i
centrifugirana (12,000 x g, 8 min, 4°C). Supernatant je pazljivo odliven, a zatim je dodat 75%
etanol napravljen u DEPC-om tretiranoj ddH20 i uzorci su ponovo centrifugirani (7500 x g, 5 min,
sobna temperatura). Supernatant je uklonjen, a talog je ostavljen da se osus$i na 5 min. RNK talog je
resuspendovan u 20 pL DEPC-tretiranoj ddH20. lIzolovana RNK iz seruma je ¢uvana na
temperaturi od -80°C.

3.13. Odredivanje koncentracije RNK

Koncentracija i Cisto¢a izolovane ukupne RNK je odredena spektrofotometrijski merenjem
apsorbance na 260 nm i 280 nm, kori§¢enjem aparata BioSpec-nano (Shimadzu, Japan).

3.14. Reakcija reverzne transkripcije

3.14.1. Sinteza komplementarne DNK na osnovu miRNK matrice

Za sintezu komplementarne DNK (cDNK) na osnovu miRNK matrice, 50 ng ukupne RNK
prevedeno je u cDNK koriste¢i TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher
Scientific, SAD). Sinteza cDNK na osnovu miRNK matrice se odvijala u reakcionoj smesi ukupnog
volumena od 7,5 pL sledeceg sastava:
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e 2,08 pL ddH20 oslobodene od nukleaza

o 0,75 pL 10 x Reverse Transcription Buffer

« 1,5 pL 5 x Reverse Transcription Primer (specifi¢an za svaku miRNK)
e 0,5 UL MultiScribe™ Reverse Transcriptase, 50 U/uL

o 0,075 pL dNTPs (with dTTP), 100mM

o 0,095 pL RNase Inhibitor, 20 U/pL

o 2,5 L ukupne RNK (50 ng)

Za sintezu cDNK na osnovu miRNK matrice koris¢en je slede¢i program: 16°C 30 min, 42°C 30
min i 85°C 5 min.

3.14.2. Sinteza komplementarne DNK na osnovu iRNK matrice

Za sintezu cDNK na osnovu iRNK matrice, 1 pg ukupne RNK preveden je u cDNK koriste¢i High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, SAD). Sinteza cDNK na osnovu
iRNK matrice se odvijala u reakcionoj smesi ukupnog volumena od 20 puL sledeceg sastava:

* 2 pL 10 x RT Buffer

e 2L 10 x RT Random Primers

¢ 0,8 L 25 x dNTP Mix, 100 mM

* 1 pL MultiScribe™ Reverse Transcriptase
* 1ugRNK

» ddH20 oslobodene od nukleaza do 20 pL

Za sintezu ¢cDNK na osnovu iRNK matrice koris¢en je slede¢i program: 25°C 10 min, 37°C 120
min i 85°C 5 min.

3.15. Kvantitativna reverzno-transkripciona reakcija lan¢anog umnozavanja (QRT-PCR)

Za analizu ekspresije gena od interesa koris¢ena je kvantitativna reverzno-transkripciona reakcija
lan¢anog umnoZavanja (eng. Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction, qRT-
PCR) koja se odvija u realnom vremenu. Za detalje vezano za reakcione smese videti sekcije 3.15.1
i 3.15.2. Za reakciju umnoZzavanja je kori$c¢en sledeé¢i program: 50°C 2 min, 95°C 10 min, praceno
sa 40 ciklusa na 95°C 15 s i 60°C 1 min. Merenje je izvrSeno na aparatu 7500 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, SAD), a podaci su prikupljeni i obradeni pomocu softvera 7500
System Software. Nakon svakog merenja odredena je kriva topljenja fragmenta kako bi se potvrdila
specifi¢nost reakcije, sem ukoliko je koris¢ena TagMan hemija. Svaki uzorak je analiziran u
triplikatu.

3.15.1. Analiza ekspresije miRNK

Za kvantifikaciju ekspresije hsa-miR-17-5p, hsa-miR-21-5p i hsa-miR-93-5p koris¢en je
komercijalni esej TagMan MicroRNA Assay (identifikacioni broj eseja 002308, 000397, 001090,
respektivno) (Thermo Fisher Scientific, SAD). Relativna ekspresija humanog gena RNUGB
(TagMan Assay, 001093) ili ekspresija hsa-miR-16-5p (TagMan MicroRNA Assay, 001093) su
koriS¢ene za normalizaciju ekspresije miRNK u eksperimentima u ¢elijskoj kulturi, dok je hsa-miR-
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16-5p koris¢ena za normalizaciju ekspresije hsa-miR-93-5p u serumu ispitanika sa mMCRC. Reakcija
gRT-PCR za analizu ekspresije miRNK pripremljena je tako da sadrzi:

*  5ulL TagMan 2 x Universal PCR Master Mix, No AmpErase™ UNG
¢ 0,5 uL 20 x TagMan MicroRNA Assay (specifican za svaku miRNK)
* 0,66 uL proizvoda reakcije reverzne transkripcije

» ddH20 oslobodene od nukleaza do 10 uLL

3.15.2. Analiza ekspresije IRNK

Za kvantifikaciju ekspresije gena PAI-1, CDH1, VIM i GAPDH koris¢ena je komercijalna hemija
HOT FIREPol® EvaGreen® gPCR Mix Plus (ROX) (Solis BioDyne, Estonija). Sekvence
koris¢enih oligonukleotidnih grani¢nika su prikazani u Tabeli 5. Relativna ekspresija humanog gena
GAPDH je koris¢ena za normalizaciju ekspresije gena PAI-1, CDH1 i VIM. Reakcija gRT-PCR za
analizu ekspresije gena od interesa pripremljena je tako da sadrzi:

 2uL 5 x HOT FIREPoI® EvaGreen® gPCR Mix Plus
* 0,2 uL F grani¢nika, 10 pM

* 0,2 pL R grani¢nika, 10 pM

* 1 uL cDNK (prethodno razblazena 1:5, = 200 ng)

Tabela 5. Nukleotidne sekvence koris¢enih grani¢nika.

Oznaka grani¢nika za dati gen Sekvenca u smeru 5°-3’ Duzina produkta (bp)
PAI-1 F CAAGATTGATGACAAGGGCAT 205
PAI-1 R GGCTCTCTCCACCTCTGAAA
CDH1F TGCCCAGAAAATGAAAAAGG 200
CDH1R GTGTATGTGGCAATGCGTTC
VIM F GAGAACTTTGCCGTTGAAGC 163
VIM R GCTTCCTGTAGGTGGCAATC
GAPDH F GTGAAGGTCGGAGTCAACG 112
GAPDH R TGAGGTCAATGAAGGGGTC

Skracenica: bp - bazni par.

3.15.3. Obrada podataka nakon gRT-PCR

Ekspresija ciljnog gena je normalizovana u odnosu na endogenu kontrolu i/ili u odnosu na
kalibrator (Celije tretirane samo ddH2O u in vitro eksperimentima). Podaci o ekspresiji Zeljenog
gena kod ispitanika sa mCRC su analizirani 29t metodom, dok su podaci o ekspresiji Zeljenog gena
u ¢elijskoj kulturi analizirani koris¢enjem 2:9¢tili 2-99t metode.

Relativna vrednost koli¢ine ekspresije gena analizirana 29°* metodom se dobija prema formuli:
X1 =29 gde je

dCt = Ctendogena kontrola, uzorak - Cttarget, uzorak-
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Relativna vrednost koli¢ine ekspresije gena analizirana 29 metodom se dobija prema formuli:
Xz =29 gde je

dCt= Cttarget, uzorak ~ Ctendogena kontrola, uzorak:

Relativna vrednost koli¢ine ekspresije gena analizirana 2°%“* metodom se dobija prema formuli:
X3 = 279 gde je

ddCt = dCtuzorak - dCtkaIibrator = (Cttarget, uzorak -~ Ctendogena kontrola, uzorak) - (Cttarget, kalibrator = Ctendogena kontrola,
kali brator) .

Ct vrednost u prikazanim formulama se odnosi na prosecnu Ct vrednost analiziranih triplikata.

Za izraunavanje skora EMT korisc¢ena je logz-transformacija odnosa ekspresije gena CDH1 i VIM
izrazena kroz njihove 29! vrednosti. Formula za izra¢unavanje skora EMT glasi:

Skor EMT = logz (2 %cpn1 / 2°%vim) [197].

3.16. BioloSki materijal poreklom od ispitanika sa CRLM

U ovu studiju je ukljuc¢eno 35 ispitanika sa CRLM koji su praceni na Klinici za digestivnu hirurgiju
- I hirurska, Univerzitetski klini¢ki centar Srbije u periodu od maja 2019. godine do aprila 2020.
godine. Svi ispitanici su podvrgnuti resekciji jetre sa kurativnom namerom zbog CRLM. Lekari
specijalisti iz oblasti opSte 1 abdominalne hirurgije su obavljali regrutovanje ispitanika.

Kriterijumi za ukljucivanje ispitanika u studiju bili su:

» kurativna resekcija jetre, simultano ili nakon radikalne resekcije primarnog karcinoma
zbog CRLM

 starost 18-90 godina u trenutku resekcije jetre

+ potpisan informisani pristanak na predlozeno lecenje.

Kriterijumi za iskljuéivanje ispitanika iz studije bili su:

* prisustvo primarnog karcinoma ili konkomitantnih ekstrahepati€énih metastaza koje se
nece tretirati kurativnom resekcionom procedurom simultano sa resekcijom jetre
» prethodno kurativno hirurSko leCenje metastaza u jetri.

Podaci koji su prikupljani od ispitanika podrazumevali su demografske i klinicko-patoloske
karakteristike ukljuCujuéi: pol, starost, informacije o primarnom karcinomu (lokalizacija, TNM
stadijum, L stadijum (invazija u limfne sudove), V stadijum (invazija u vene), R stadijum
(resekcija), PN stadijum (invazija u perineuralni prostor), stadijum po Dukes-u, administracija
neoadjuvantne i/ili adjuvantne hemioterapije), informacije o metastatskom karcinomu (broj, pre¢nik
i lobarna distribucija CRLM, prisustvo metastaza pri dijagnozi, prezentacija metastaza, histoloska
diferenciranost, rezidualni status, administracija neoadjuvantne i/ili adjuvantne hemioterapije),
vrednosti tumor markera CEA (eng. carcinoembryonic antigen, CEA) i CA 19-9 (eng.
carbohydrate antigen, CA) u serumu i pojavu recidiva. Stadijum tumora je odreden
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transabdomalnim ultrazvukom, radiografijom grudnog kosSa, racunarskom tomografijom i/ili
magnetnom rezonancom.

Ukupno 17 ispitanika je primalo neoadjuvantnu hemioterapiju baziranu na 5-FU u formi:

* FOLFOX-bevacizumab (N=12), pri ¢emu je jedan ispitanik kao drugu liniju leCenja
primio kombinaciju lekova cetuksimab-irinotekan

« CAPOX-bevacizumab (N=3)

* FOLFOX-CAPOX (N=1)

« kapecitabin (N=1).

Objektivni odgovor tumora na primenjenu neoadjuvantnu hemioterapiju je izracunat prema
RECIST smernicama verzije 1.1 (eng. Response Evaluation Criteria in Solid Tumors, RECIST)
[198]. Na osnovu ovih smernica ispitanici su svrstani u 4 grupe:

« kompletan odgovor - nestanak svih target lezija

 parcijalni odgovor - najmanje 30% smanjenja zbira preénika svih target lezija

 progresivna bolest - najmanje 20% povecanja zbira pre¢nika svih target lezija

« stabilna bolest - niti dovoljno smanjenje target lezija da bi se odgovor okarakterisao kao
parcijalni odgovor, niti dovoljno povecanje da bi se odgovor okarakterisao kao
progresivna bolest.

Na osnovu ove podele, ispitanici su dalje klasifikovani u 2 grupe: ispitanici koji su pokazali
odgovor na neoadjuvantnu hemioterapiju (kompletan odgovor i parcijalni odgovor) i ispitanici koji
nisu pokazali odgovor na neoadjuvantnu hemioterapiju (progresivna bolest i stabilna bolest) [199].

Svi ispitanici su praceni tokom jedne godine nakon operacije kako bi se detektovao potencijalni
recidiv. Razli¢iti dijagnosticki testovi su primenjivani u nekoliko vremenskih tacaka, a oni su
ukljucivali: merenje nivoa tumor markera CEA i CA 19-9 i transabdominalni ultrazvuk na svaka 3
meseca, zatim radiografija grudnog kosa i /ili magnetna rezonanca nakon 6 meseci i nakon godinu
dana od resekcije jetre, dok su kolonoskopija/rektoskopija i pozitronska emisiona tomografija
uzimane u obzir ukoliko je postojala sumnja na lokalni ili udaljeni recidiv. Rani recidiv definisan je
kao prisustvo recidiva na mestu primarne resekcije karcinoma, pojave novih metastaza u jetri ili
ekstrahepati¢ne bolesti godinu dana posle operacije. U odnosu na pojavu recidiva, ispitanici su
podeljeni na grupu ispitanika koja je razvila recidiv i na grupu koja nije razvila recidiv.

Ovo istrazivanje je odobreno od strane Eti¢kog odbora Klinickog centra Srbije (pod brojem 110/1,
dana 23.05.2019. godine). Za sve ispitanike obuhvaéene ovom studijom je dobijena pismena
saglasnost za ukljucenje u studiju.

Od svih 35 ispitanika sa CRLM je prikupljen bioloski materijal u vidu seruma, CRLM i okolnog
netumorskog tkiva jetre neposredno uz metastazu.

Serum je izdvojen iz periferne krvi ispitanika (10-15 mL) u periodu od sedam dana pre operacije do
neposredno pred operaciju. Uzorci periferne krvi su ostavljeni na sobnoj temperaturi u trajanju od
15 min kako bi doslo do koagulacije, a zatim su centrifugirani (3500 rpm, 10 min). Dobijeni
supernatant je prebacen u novu tubu od 1,5 mL i ponovo centrifugiran (3500 rpm, 5 min) kako bi se
u potpunosti oslobodili prisustva eventualno zaostalih ¢elija. Dobijeni supernatant u vidu seruma je
zamrznut i ¢uvan na temperaturi -80°C do momenta izolacije RNK.

CRLM i okolno netumorsko tkivo jetre su uzorkovani isecanjem sa preparata neposredno po
zavrSetku resekcije jetre i momentalno potopljeni u rastvor RNAlater® RNA Stabilization Solution
(Thermo Fisher Scientific, Litvanija) i dalje cuvani na -80°C do momenta izolacije RNK.
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3.17. Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka su kori$¢eni softveri GraphPad Prism 9.0.0 i IBM SPSS Statistics
20.0 u zavisnosti od koriS¢enog testa. Kategorijske varijable su predstavljene kao apsolutni brojevi
izrazeni U procentima, dok su kontinualne varijable predstavljene kao medijana sa opsegom
vrednosti ili kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD). Kolmogorov-Smirnov test je
koriS¢en kako bi se ispitala normalna distribucija kontinualnih vrednosti i izabrao odgovarajuci test.
U slucaju normalne distribucije kontinualnih vrednosti primenjen je Student-ov t-test,
jednofaktorska analiza varijanse (pod uslovom da je zadovoljen i uslov homogenosti varijanse koji
je ispitan Levene-ovim testom) pra¢ena Dunette-ovim post hoc testom kako bi se uporedili tretmani
u odnosu na kontrolni tretman, i odreden je Pearson-ov koeficijent korelacije. Spearman-ov
koeficijent korelacije, Kruskal-Wallis-ov test, Mann-Whitney U test za dva nezavisna uzorka ili
Wilcoxon-ov test sume rankova su koris¢eni za distribuciju kontinualnih vrednosti koja je odstupala
od normalne kad god je to bilo prikladno. Nezavisne kategorijske promenljive su analizirane
koris¢enjem Fisher-ovog y? testa kako bi se analizirali prognosticki faktori za nastanak ranog
recidiva. Multipla regresija je koris¢ena kako bi se testirala povezanost ekspresije PAI-1 sa
ekspresijom odabranih miRNK nakon kombinovanih tretmana. Statisticki znacajnom je smatrana p
vrednost <0,050. Na slikama u rezultatima nisu predstavljene relevantne veze koje nisu bile
statisticki znacajne.

Kako bi se odredila grani¢na vrednost ekspresije hsa-miR-93-5p u CRLM i serumu na osnovu
uzoraka, odradena je analiza ROC krive (eng. Receiver Operating Characteristic, ROC) uz
koris¢enje Youden-ovog indeksa. Formula za izraGunavanje Youden-ovog indeksa glasi: Youden-
ov indeks = senzitivnost + specifi¢nost - 1, a u SPSS programu je koris¢ena opcija gde veéi rezultat
testa ukazuje na pozitivniji test. Na osnovu dobijene grani¢ne vrednosti, ispitanici su podeljeni u
odgovarajuce grupe, odnosno u grupu sa visokom ekspresijom hsa-miR-93-5p i u grupu sa niskom
ekspresijom hsa-miR-93-5p u CRLM ili u serumu. Kaplan-Meier-ov metod uz primenu Log rank
testa je koriS¢en kako bi se procenilo jednogodi$nje prezivljavanje bez recidiva kod ispitanika sa
visokom ili niskom ekspresijom hsa-miR-93-5p u CRLM ili u serumu.
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4. REZULTATI

4.1. Insilico identifikacija miRNK koje reguliSu ¢lanove kanonskog TGFp signalnog puta

In silico alati su korisc¢eni kako bi se identifikovale miRNK koje regulisu ¢lanove kanonskog TGF[3
signalnog puta. Pretragom modula miRWalk2.0 baze podataka koji sadrzi informacije o
eksperimentalno potvrdenim interakcijama miRNK sa iRNK, identifikovano je ukupno 316
jedinstvenih miRNK koje regulisu ¢lanove kanonskog TGF signalnog puta. Kompletna lista
miRNK koje regulisu ¢lanove kanonskog TGFp signalnog puta je prikazana u Tabeli 6.

Obradom rezultata prikazanih u Tabeli 6, pokazano je da je od gena koji pripadaju kanonskom
TGFp signalnom putu gen TGFBR2 regulisan sa najvise mMIRNK (101 miRNK), nakon cega sledi
gen SMAD4 (76 miRNK), SMAD2 (48 miRNK), TGFBR1 (46 miRNK), SMAD7 (45 miRNK),
SMADS (30 miRNK), TGFB2 (26 miRNK), SMAD3 (17 miRNK), TGFB1 (14 miRNK) i na kraju
TGFB3 (3 miRNK). Molekulima miRNK koje reguliu najveéi broj ¢lanova kanonskog TGFf
signalnog puta pripadaju hsa-miR-17-5p i hsa-miR-93-5p koje reguli$u po 5 ¢lanova, dok hsa-miR-
106b-5p, hsa-miR-130a-3p, hsa-miR-18a-5p, hsa-miR-204-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-21-5p i
hsa-miR-92a-3p reguliSsu po 4 c¢lana kanonskog TGFp signalnog puta (Slika 9 i Tabela 7).

Tabela 6. Kompletna lista miRNK koje targetuju ¢lanove kanonskog TGFp signalnog puta.

TGFB1
hsa-miR-21-5p
hsa-miR-633
hsa-miR-24-3p
hsa-miR-29b-3p
hsa-miR-744-5p
hsa-miR-122-5p
hsa-miR-130a-3p
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-19b-3p
hsa-miR-144-3p
hsa-miR-663a
hsa-miR-211-5p
hsa-miR-93-5p
hsa-miR-324-3p

hsa-miR-6826-3p
hsa-miR-6832-3p
hsa-miR-8058

TGFB3

hsa-miR-29a-3p
hsa-miR-10a-5p
hsa-miR-29b-3p

TGFB2
hsa-miR-137
hsa-miR-141-3p
hsa-miR-21-5p
hsa-miR-29b-3p
hsa-miR-335-5p
hsa-miR-3661
hsa-miR-3679-3p
hsa-miR-3690
hsa-miR-375
hsa-miR-378a-3p
hsa-miR-378b
hsa-miR-378c
hsa-miR-378d
hsa-miR-378e
hsa-miR-378f
hsa-miR-378h
hsa-miR-378i
hsa-miR-422a
hsa-miR-4446-5p
hsa-miR-5009-5p
hsa-miR-510-3p
hsa-miR-619-3p
hsa-miR-631

TGFBR1
hsa-let-7b-5p
hsa-let-7c-5p
hsa-let-7d-5p
hsa-let-7f-5p
hsa-let-7g-5p
hsa-miR-101-3p
hsa-miR-1283
hsa-miR-128-3p
hsa-miR-130a-3p
hsa-miR-1343-3p
hsa-miR-135b-5p
hsa-miR-140-5p
hsa-miR-142-3p
hsa-miR-181a-5p
hsa-miR-204-3p
hsa-miR-204-5p
hsa-miR-216a-3p
hsa-miR-27a-3p
hsa-miR-27b-3p
hsa-miR-3153
hsa-miR-3156-5p
hsa-miR-3529-5p
hsa-miR-3681-3p
hsa-miR-376¢-3p
hsa-miR-379-5p
hsa-miR-3927-3p
hsa-miR-4480
hsa-miR-4643
hsa-miR-4646-5p
hsa-miR-466
hsa-miR-4668-5p

hsa-miR-4789-3p
hsa-miR-6733-5p
hsa-miR-6739-5p
hsa-miR-6742-3p
hsa-miR-6783-3p
hsa-miR-6795-3p
hsa-miR-6826-3p
hsa-miR-6831-5p
hsa-miR-6852-5p
hsa-miR-6887-3p
hsa-miR-6888-3p
hsa-miR-8063
hsa-miR-8083
hsa-miR-939-3p
hsa-miR-98-5p

TGFBR2
hsa-let-7f-2-3p
hsa-miR-101-3p
hsa-miR-106a-5p
hsa-miR-106b-5p
hsa-miR-1185-1-3p
hsa-miR-1185-2-3p
hsa-miR-1200
hsa-miR-1253
hsa-miR-1276
hsa-miR-130a-3p
hsa-miR-130b-3p
hsa-miR-142-5p
hsa-miR-147a
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-1827
hsa-miR-18a-5p
hsa-miR-1910-3p
hsa-miR-19a-3p
hsa-miR-19b-3p
hsa-miR-204-5p
hsa-miR-20a-5p
hsa-miR-20b-5p
hsa-miR-211-5p
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hsa-miR-21-5p
hsa-miR-216a-5p
hsa-miR-2682-5p
hsa-miR-301a-3p
hsa-miR-302b-3p
hsa-miR-3065-5p
hsa-miR-3200-5p
hsa-miR-335-5p
hsa-miR-33a-3p
hsa-miR-34a-5p
hsa-miR-34b-5p
hsa-miR-34c-5p
hsa-miR-3609
hsa-miR-3666
hsa-miR-370-3p
hsa-miR-372-3p
hsa-miR-373-3p
hsa-miR-3978
hsa-miR-409-3p
hsa-miR-4295
hsa-miR-4316
hsa-miR-4324
hsa-miR-4438
hsa-miR-449a
hsa-miR-449b-5p
hsa-miR-449c-5p
hsa-miR-454-3p
hsa-miR-4649-3p
hsa-miR-4732-5p
hsa-miR-4796-3p
hsa-miR-488-3p
hsa-miR-495-3p
hsa-miR-505-3p
hsa-miR-5095
hsa-miR-515-5p
hsa-miR-519a-3p
hsa-miR-519b-3p
hsa-miR-519c¢-3p
hsa-miR-519d-3p

hsa-miR-519e-5p
hsa-miR-526b-3p
hsa-miR-544b
hsa-miR-548ah-5p
hsa-miR-548c-3p
hsa-miR-548u
hsa-miR-551b-5p
hsa-miR-5590-3p
hsa-miR-5688
hsa-miR-570-3p
hsa-miR-574-5p
hsa-miR-582-5p
hsa-miR-590-5p
hsa-miR-595
hsa-miR-606
hsa-miR-610
hsa-miR-630
hsa-miR-6511a-5p
hsa-miR-655-3p
hsa-miR-6758-3p
hsa-miR-6758-5p
hsa-miR-6770-5p
hsa-miR-6777-3p
hsa-miR-6806-5p
hsa-miR-6808-5p
hsa-miR-6818-5p
hsa-miR-6832-5p
hsa-miR-6856-5p
hsa-miR-6867-5p
hsa-miR-6893-5p
hsa-miR-7151-3p
hsa-miR-7159-5p
hsa-miR-7161-5p
hsa-miR-7162-3p
hsa-miR-7849-3p
hsa-miR-92a-3p
hsa-miR-93-5p
hsa-miR-940
hsa-miR-9-5p




SMAD?2
hsa-let-7g-5p
hsa-miR-106a-3p
hsa-miR-1228-3p
hsa-miR-1324
hsa-miR-146a-5p
hsa-miR-148a-3p
hsa-miR-155-5p
hsa-miR-181a-5p
hsa-miR-188-5p
hsa-miR-18a-5p
hsa-miR-18b-5p
hsa-miR-192-3p
hsa-miR-196a-3p
hsa-miR-200a-3p
hsa-miR-200b-3p
hsa-miR-2115-3p
hsa-miR-2276-5p
hsa-miR-27a-3p
hsa-miR-27b-3p
hsa-miR-324-5p
hsa-miR-329-3p
hsa-miR-3613-3p
hsa-miR-361-5p
hsa-miR-362-3p
hsa-miR-371a-5p
hsa-miR-372-5p
hsa-miR-374a-3p
hsa-miR-4469
hsa-miR-4502
hsa-miR-4757-5p
hsa-miR-484
hsa-miR-495-5p
hsa-miR-503-5p
hsa-miR-505-3p
hsa-miR-5089-3p
hsa-miR-548av-3p
hsa-miR-548g-3p
hsa-miR-5680
hsa-miR-5702
hsa-miR-6072
hsa-miR-624-3p
hsa-miR-642a-5p
hsa-miR-6501-5p
hsa-miR-652-3p

hsa-miR-6744-3p
hsa-miR-6891-3p
hsa-miR-6892-3p
hsa-miR-937-5p

SMAD3
hsa-miR-143-3p
hsa-miR-145-5p
hsa-miR-155-5p
hsa-miR-15a-5p
hsa-miR-15b-5p
hsa-miR-16-5p
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-18a-3p
hsa-miR-18a-5p
hsa-miR-193b-3p
hsa-miR-195-5p
hsa-miR-200a-3p
hsa-miR-335-5p
hsa-miR-3529-3p
hsa-miR-4290
hsa-miR-491-5p
hsa-miR-92b-3p

SMAD4
hsa-miR-106a-5p
hsa-miR-106b-5p
hsa-miR-125a-5p
hsa-miR-125b-5p
hsa-miR-1260b
hsa-miR-130a-3p
hsa-miR-130b-3p
hsa-miR-145-5p
hsa-miR-1468-3p
hsa-miR-146a-5p
hsa-miR-154-5p
hsa-miR-155-5p
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-182-5p
hsa-miR-183-5p
hsa-miR-186-5p
hsa-miR-18a-5p
hsa-miR-199a-5p
hsa-miR-19a-3p
hsa-miR-19b-3p
hsa-miR-204-5p
hsa-miR-205-5p

hsa-miR-20a-5p
hsa-miR-20b-5p
hsa-miR-224-5p
hsa-miR-26a-5p
hsa-miR-27a-3p
hsa-miR-27b-3p
hsa-miR-301a-3p
hsa-miR-302a-5p
hsa-miR-34a-5p
hsa-miR-34c-5p
hsa-miR-3666
hsa-miR-371b-5p
hsa-miR-373-5p
hsa-miR-421
hsa-miR-4295
hsa-miR-449a
hsa-miR-449b-5p
hsa-miR-452-5p
hsa-miR-4528
hsa-miR-454-3p
hsa-miR-4668-5p
hsa-miR-4799-5p
hsa-miR-483-3p
hsa-miR-513a-5p
hsa-miR-519a-3p
hsa-miR-519b-3p
hsa-miR-519¢c-3p
hsa-miR-519d-3p
hsa-miR-526b-3p
hsa-miR-548aj-5p
hsa-miR-548au-3p
hsa-miR-548aw
hsa-miR-548az-5p
hsa-miR-548c-3p
hsa-miR-548f-5p
hsa-miR-548g-5p
hsa-miR-548t-5p
hsa-miR-548x-5p
hsa-miR-551b-5p
hsa-miR-5582-3p
hsa-miR-5701
hsa-miR-6072
hsa-miR-616-3p
hsa-miR-616-5p
hsa-miR-670-3p
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hsa-miR-6715a-3p
hsa-miR-6715b-3p
hsa-miR-6731-3p
hsa-miR-6891-3p
hsa-miR-8062
hsa-miR-8076
hsa-miR-888-5p
hsa-miR-92a-3p
hsa-miR-93-5p

SMADG6
hsa-let-7¢-5p
hsa-miR-106b-5p
hsa-miR-1238-3p
hsa-miR-1305
hsa-miR-134-5p
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-204-5p
hsa-miR-20a-5p
hsa-miR-20b-5p
hsa-miR-211-5p
hsa-miR-26b-5p
hsa-miR-3118
hsa-miR-3124-3p
hsa-miR-3164
hsa-miR-32-5p
hsa-miR-4287
hsa-miR-4501
hsa-miR-4685-3p
hsa-miR-4691-5p
hsa-miR-519d-3p
hsa-miR-520h
hsa-miR-670-3p
hsa-miR-6749-3p
hsa-miR-6792-3p
hsa-miR-6820-3p
hsa-miR-6832-3p
hsa-miR-8066
hsa-miR-92a-3p
hsa-miR-92b-3p
hsa-miR-93-5p

SMAD7
hsa-miR-100-5p
hsa-miR-103a-3p
hsa-miR-106b-5p
hsa-miR-1244

hsa-miR-15a-5p
hsa-miR-15b-5p
hsa-miR-16-5p
hsa-miR-195-5p
hsa-miR-20a-5p
hsa-miR-21-5p
hsa-miR-216a-5p
hsa-miR-217
hsa-miR-25-3p
hsa-miR-26b-5p
hsa-miR-32-5p
hsa-miR-3616-5p
hsa-miR-3664-3p
hsa-miR-374b-3p
hsa-miR-376a-3p
hsa-miR-3973
hsa-miR-424-5p
hsa-miR-4459
hsa-miR-4524a-5p
hsa-miR-4524b-5p
hsa-miR-4768-3p
hsa-miR-4795-5p
hsa-miR-497-5p
hsa-miR-503-5p
hsa-miR-510-5p
hsa-miR-520g-3p
hsa-miR-544a
hsa-miR-545-3p
hsa-miR-573
hsa-miR-595
hsa-miR-644a
hsa-miR-646
hsa-miR-663b
hsa-miR-6735-3p
hsa-miR-6838-5p
hsa-miR-7108-5p
hsa-miR-766-5p
hsa-miR-92a-3p
hsa-miR-92b-3p
hsa-miR-93-5p
hsa-miR-98-5p




Slika 9. Prikaz mreze miRNK koje reguliSu ¢lanove kanonskog TGFp signalnog puta.
Legenda: krugovi - geni ukljuéeni u kanonsku TGFp signalizaciju (veli¢ina kruga odslikava broj
miRNK koje reguliSu dati gen), svetli i tamni kvadrati - miRNK koje reguliSu po 5 i1 4 ¢lana
kanonskog TGFp signalnog puta, respektivno. Interaktivni prikaz je dostupan na slede¢em linku:

http://bit.ly/TGFb-miRNAs.

TGFBR2

Tabela 7. miRNK Kkoje reguli$u po 5 i 4 ¢lana kanonskog TGFp signalnog puta.

Broj ¢lanova TGFg

signalnog puta koje miRNK Clanovi TGFp signalnog puta
reguliSe data miRNK
5 hsa-miR-17-5p TGFB1, TGFBR2, SMAD3, SMAD4, SMAD6
hsa-miR-93-5p TGFB1, TGFBR2, SMAD4, SMAD6, SMAD7
hsa-miR-106b-5p | TGFBR2, SMAD4, SMAD6, SMAD7
hsa-miR-130a-3p | TGFB1, TGFBR1, TGFBR2, SMAD4
hsa-miR-18a-5p | TGFBR2, SMAD2, SMAD3, SMAD4
4 hsa-miR-204-5p | TGFBR1, TGFBR2, SMAD4, SMAD6

hsa-miR-20a-5p

TGFBR2, SMAD4, SMAD6, SMAD7

hsa-miR-21-5p

TGFB1, TGFB2, TGFBR2, SMAD7

hsa-miR-92a-3p

TGFBR2, SMAD4, SMAD6, SMAD7
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Od ukupno identifikovanih 316 miRNK, za dalju analizu su odabrane hsa-miR-17-5p i hsa-miR-93-
5p, zato Sto ove miRNK reguliSu najviSe ¢lanova TGFf signalnog puta (po 5 ¢lanova), pa se
ocekuje da ¢e promene u ovim miRNK imati najveci uticaj na ukupnu aktivnost TGFp signalnog
puta. Dodatno, iz grupe miRNK koje regulisu po 4 ¢lana TGFf signalnog puta, u analizu je
ukljucena i hsa-miR-21-5p zbog njene dobro poznate onkogene uloge u CRC (Tabela 7).

4.2. lIspitivanje odgovora miRNK hsa-miR-17-5p, hsa-miR-93-5p i hsa-miR-21-5p i
signalnog puta TGFp na hemioterapiju za mCRC in vitro

Odgovor miRNK hsa-miR-17-5p, hsa-miR-93-5p i hsa-miR-21-5p i signalnog puta TGFp na
hemioterapiju za leGenje mCRC je ispitan in vitro na SW620s, SW620e | HCEC-1CT c¢elijama, a
zatim je taj odgovor koreliran sa odgovorom samih ¢elija na hemioterapiju.

4.2.1. Ekspresija hsa-miR-17-5p, hsa-miR-93-5p i hsa-miR-21-5p nakon tretmana
standardnim hemioterapeuticima za le¢enje mCRC

Kako bi se ispitao uticaj standardnih hemioterapeutika za le€enje mCRC na ekspresiju 3 odabrane
miRNK koje regulisu ¢lanove kanonskog TGFp signalnog puta, SW620s Celije su tretirane sa 21,4
uM 5-FU, 85 uM oksaliplatinom, 16 uM irinotekanom ili njihovim kombinacijama u vidu FIRI i
FOX rezima tokom 72 h. Svi testirani tretmani su doveli do smanjenja ekspresije hsa-miR-17-5p i
hsa-miR-93-5p za priblizno 50% u poredenju sa kontrolnim ¢elijama (p<0,050) (Slika 10), dok je
ekspresija hsa-miR-21-5p bila povecana nakon svih tretmana (p<0,050). Medu testiranim
hemioterapeutskim lekovima, kombinovani FIRI tretman je doveo do najizrazajnijeg povecanja
ekspresije hsa-miR-21-5p, u poredenju sa kontrolnim ¢elijama.

Ovi rezultati pokazuju da 5-FU, oksaliplatin, irinotekan i njihovi kombinovani rezimi uti¢u na
ekspresiju miRNK koje regulisu TGFp signalni put hsa-miR-17-5p, hsa-miR-93-5p i hsa-miR-21-
5p u SW620g ¢elijama.
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Relativna ekspresija miRNK

Slika 10. Ekspresija hsa-miR-17-5p, hsa-miR-93-5p i hsa-miR-21-5p nakon tretmana
standardnim hemioterapeuticima za le¢enje mCRC. gRT-PCR analiza relativne ekspresije hsa-
miR-17-5p, hsa-miR-93-5p i hsa-miR-21-5p (2°%Y 72 h nakon tretmana sa 5-FU, oksaliplatinom,
irinotekanom 1 njihovim kombinovanim rezimima FIRI i FOX. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost relativne ekspresije £ standardna devijacija (SD) iz 3 nezavisna eksperimenta. Crni
stub predstavlja odgovarajucu kontrolu. * p<0,050.

4.2.2. Promena ekspresije hsa-miR-17-5p, hsa-miR-93-5p i hsa-miR-21-5p nakon
tretmana standardnim hemioterapeuticima za le¢enje mCRC tokom vremena

Kako bi se utvrdilo da li je modularni efekat koji standardni hemioterapeutici za le€enje mCRC
imaju na odabrane miRNK tranzijentan ili stabilan, ekspresija odabranin miRNK je izmerena 24,
72,1 144 h nakon tretmana sa kombinovanim rezimima FIRI i FOX. Kao §to je prikazano na Slici
11, ekspresija sve 3 testirane miRNK je bila stabilna 24 h nakon tretmana. Ekspresija hsa-miR-17-
5p i hsa-miR-93-5p je pokazala trend ka smanjenju ekspresije od 24 h do 144 h nakon tretmana.
Ekspresija hsa-miR-21-5p je 72 h nakon tretmana bila poviSena, ali je 144 h od tretmana bila
vracena priblizno na pocetni nivo. Ekspresija hsa-miR-93-5p je ostala smanjena sve do 144 h i
nakon tretmana sa FOX i nakon tretmana sa FIRI kombinovanim rezimima (p=0,037). U ovoj
vremenskoj tacki, ekspresija hsa-miR-17-5p je bila smanjena nakon FOX i FIRI tretmana, ali u
sluc¢aju FOX tretmana smanjenje nije bilo statisti¢ki znacajno (FOX p=0,487, FIRI p=0,037).

Sveukupno, efekat hemioterapeutskih lekova za leGenje mCRC na ekspresiju hsa-miR-17-5p, hsa-
miR-93-5p i hsa-miR-21-5p tokom vremena je bio specifican za datu miRNK, s obzirom da je hsa-
miR-21-5p ispoljila prolaznu promenu ekspresije nakon ¢ega je njena ekspresija vra¢ena na pocetni
nivo, dok su ostale miRNK pokazale stabilnu promenu ekspresije tokom vremena. S obzirom da je
hsa-miR-93-5p pokazala najstabilniji odgovor na oba kombinovana rezima, ova miRNK je izabrana
za analizu u Kklinickoj studiji koja ukljucuje ispitanike sa CRLM 1 dalju funkcionalnu
karakterizaciju.
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Slika 11. Promena ekspresije hsa-miR-17-5p, hsa-miR-93-5p i hsa-miR-21-5p nakon tretmana
standardnim hemioterapeuticima za le¢enje mCRC tokom vremena. SW620g ¢elije su tretirane
sa kombinovanim rezimima FIRI i FOX tokom 24 h, 72 h i 144 h, a ekspresija odabranih miRNK je
odredena qRT-PCR analizom. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost relativne ekspresije
(2°99CY + SD iz 3 razli¢ita eksperimenta. Crni stub predstavlja odgovarajuéu kontrolu. * p<0,050.

4.2.3. Aktivacija TGFp signalnog puta nakon tretmana standardnim
hemioterapeuticima za le¢enje mCRC

Kako bi se analizirao efekat hemioterapeutika za le¢enje mCRC na aktivnost TGFp signalnog puta,
SW620g celije su tretirane sa kombinovanim rezimima FOX i FIRI tokom 24, 72, i 144 h, i
izmerena je ekspresija gena PAI-1, jednog od glavnih nishodnih gena TGFp signalizacije. Kao $to
se vidi na Slici 12, FOX i FIRI kombinovani rezimi su doveli do povecanja ekspresije PAI-1 nakon
24 hito 3,31 4 puta (p<0,001 i p=0,012, respektivno), i nakon 72 h i to 6,9 i 6,4 (p=0,038 i
p=0,050, respektivno). Dodatno, ekspresija PAI-1 indukovana FOX tretmanom je bila statisticki
znacajno visa nakon 72 h nego nakon 24 h (p=0,033), dok povecanje ekspresije PAI-1 do kojeg je
doSlo nakon 72 h FIRI tretmana nije bilo statisti¢ki znacajno u poredenju sa ekspresijom PAI-1
nakon 24 h (p=0,191). U poredenju sa ekspresijom PAI-1 nakon 72 h, ekspresija PAI-1 nakon 144 h
je znacajno opala do bazalnog nivoa i nakon tretmana sa FOX (p=0,032) i nakon tretmana sa FIRI
rezimom (p=0,032).

Visestrukom regresijom je testirana zavisnost ekspresije PAI-1 nakon 24 h i 72 h i ekspresije
odabranih miRNK nakon tretmana sa kombinovanim rezimima FOX i FIRI. Medutim, pomenuta
zavisnost nije uocena (p>0,050).

Sveukupno, pokazano je da kombinovani hemioterapeutski tretmani indukuju aktivaciju TGFp

signalizacije u SW620g ¢elijama, medutim, ovo povecanje nije povezano sa promenama ekspresije
odabranih miRNK.
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Slika 12. Ekspresija PAI-1 nakon tretmana standardnim hemioterapeuticima za lefenje
MCRC. SW620g ¢elije su tretirane sa kombinovanim rezimima FOX i FIRI tokom 24, 72,1 144 h, a
ekspresija gena PAI-1 je odredena qRT-PCR analizom. Rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost relativne ekspresije (299" + SD iz 3 razli¢ita eksperimenta. * p<0,050; *** p<0,001.

4.2.4. Procena odgovora SW620s ¢elija na tretmane standardnim hemioterapeuticima
za le¢enje mCRC

4.2.4.1. Apoptoza SW620s celija nakon tretmana standardnim
hemioterapeuticima za leCenje mCRC

Nakon 72 h od tretmana SW620g c¢elija pojedinaénim hemioterapeuticima za le¢enje mCRC
analizirana je apoptoza SW620gs c¢elija protoénom citofluorimetrijom, kako bi se procenio
citotoksicni efekat primenjenih hemioterapeutika. Svi testirani hemioterapeutici za leCenje mCRC
su doveli do poveéanja procenta SW620g ¢elija u apoptozi (p<0,050) (Slika 13). Medu testiranim
hemioterapeuticima tretmani irinotekanom i FIRI-jem su imali najveéi uticaj na indukciju ukupne
apoptoze (zbir procenta celija u ranoj i kasnoj apoptozi) i to 55,14+18,47% i 39,7+£19,95%,
respektivno. U poredenju sa pojedinacnim hemioterapeuticima, pri tretmanu SW620g ¢elija sa
kombinovanom hemioterapeuticima FIRI i FOX nije primecen sinergisticki efekat na apoptozu.
FIRI tretman je doveo do manjeg procenta celija u apoptozi u poredenju sa samim irinotekanom,
dok je procenat celija u apoptozi bio slican pri kombinovanom tretmanu FOX u poredenju sa
pojedina¢nim tretmanima 5-FU ili sa oksaliplatinom.
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Slika 13. Apoptoza SW620s ¢elija nakon tretmana standardnim hemioterapeuticima za
le¢enje mCRC. SW620g celije su tretirane pojedina¢nim ili kombinovanim hemioterapeuticima za
leCenje mCRC tokom 72 h, nakon Cega je analizirana apoptoza SW620g celija proto¢nom
citofluorimetrijom. A) Reprezentativni histogram plotovi sa naznaenim procentom zivih Celija
(donji levi ugao), ¢elija u ranoj apoptozi (donji desni ugao), ¢elija u kasnoj apoptozi (gornji desni
ugao) i procentom mrtvih ¢éelija (gornji levi ugao). B) Kvantitativni prikaz éelija u apoptozi (zbir
¢elija u ranoj i kasnoj apoptozi). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost procenta ¢elija u
apoptozi £+ SD iz 4 razli¢ita eksperimenta. * p<0,050.

4.2.4.2. Ekspresija EMT markera nakon tretmana  standardnim
hemioterapeuticima za le€enje mCRC

Ekspresija epitelnog markera CDH1 i ekspresija mezenhimalnog markera VIM je analizirana 24, 72
I 144 h nakon tretmana SW620s ¢elija sa kombinovanim rezimima FOX i FIRI. Rezultati su
pokazali da je tretman sa FIRI rezimom doveo do povecéanja ekspresije CDH1 3,1 puta (p=0,024)
(Slika 14), dok tretman sa FOX rezimom nije doveo do promene u ekspresiji CDH1 (p>0,050) 24 h
od tretmana. Oba tretmana su dovela do povecanja ekspresije CDH1 nakon tretiranja 72 h, i to FOX
2,9 puta (p=0,010), a FIRI 2,8 puta (p=0,018). Nije postojala statisticki znacajna razlika u ekspresiji
CDH1 72 h nakon tretmana u poredenju sa ekspresijom CDH1 24 h nakon tretmana sa FOX
(p=0,103) i FIRI (p=0,586) rezimima. Nakon 144 h od tretmana sa FIRI rezimom, ekspresija CDH1
je bila smanjena za 20% (p=0,041), u poredenju sa kontrolom. Ekspresija CDH1 je bila znacajno
smanjena i nakon tretmana sa FOX (p=0,008) i nakon tretmana sa FIRI (p=0,013) rezimima kada se
uporedi njihova ekspresija 144 h nakon tretmana i 72 h nakon tretmana.
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Slika 14. Ekspresija epitelnog markera CDH1 nakon tretmana standardnim
hemioterapeuticima za leenje mCRC. Ekspresija epitelnog markera CDH1 je analizirana gRT-
PCR-om 24, 72 i 144 h nakon tretmana SW620s c¢elija sa kombinovanim rezimima FOX i FIRI.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost relativne ekspresije (29" + SD iz 3 razli¢ita
eksperimenta. * p<0,050; ** p<0,010.

Ekspresija VIM nije bila zna¢ajno izmenjena 24 h nakon tretmana (p>0,050), ali je zato bila
poveéana 1,6 puta 72 h nakon tretmana sa FOX rezimom (p=0,017), i 1,6 puta nakon tretmana sa
FIRI rezimom (p<0,001) (Slika 15). Ekspresija VIM je bila visa 72 h nakon tretmana sa FOX
rezimom (p=0,012) i FIRI rezimom (p=0,004) u poredenju sa ovim tretmanima nakon 24 h. Nakon
144 h od tretmana sa FIRI rezimom, ekspresija VIM je bila povecana 1,5 puta (p=0,022), u
poredenju sa kontrolom. Ekspresija VIM je bila znacajno smanjena nakon tretmana sa FOX
rezimom (p=0,044) 144 h nakon tretmana u poredenju sa ekspresijom VIM 72 h nakon tretmana.
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Slika 15. Ekspresija mezenhimalnog markera VIM nakon tretmana standardnim
hemioterapeuticima za le¢enje mCRC. Ekspresija mezenhimalnog markera VIM je analizirana
gRT-PCR-om 24, 72 i 144 h nakon tretmana SW620g ¢elija sa kombinovanim rezimima FOX i
FIRI. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost relativne ekspresije (299" + SD iz 3 razli¢ita
eksperimenta. * p<0,050; ** p<0,010; *** p<0,001.

Kako bi se ispitao uticaj standardnih hemioterapeutika za leCenje mCRC na TGF-B-zavisni proces
EMT, kao jo$ jednog pokazatelja odgovora celija na tretman hemioterapeutika, izracunat je skor
EMT. Kao §to je prikazano na Slici 16, nakon tretmana sa FOX i FIRI rezimima, odnos CDH1/VIM
je pokazao trend ka smanjenju karakteristika sliénih mezenhimalnim u poredenju sa kontrolnim
tretmanom nakon 24 h 1 nakon 72 h (npr. FIRI reZim u poredenju sa kontrolnim tretmanom nakon
24 h, p=0,066). Medutim, 144 h nakon tretmana sa FOX i FIRI, ovaj trend je ponovo ukazivao na
mezenhimalne karakteristike.

Ukratko, ovi rezultati ukazuju na to da je efekat kombinovanih hemioterapeutskih tretmana na
SW620g celije 72 h od tretmana takav da SW620g celije blago poprimaju karakteristike slicne
epitelnim ¢elijama, $to ukazuje na njihov relativno dobar odgovor na ove lekove, dok 144 h nakon
tretmana ovaj efekat vise nije bio uocljiv.
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Slika 16. Skor EMT kao mera odgovora SW620s ¢elija na tretman standardnim
hemioterapeuticima za leenje mCRC. Za izraCunavanje skora EMT koris¢ena je logo-
transformacija odnosa ekspresije gena CDH1 i VIM izrazena kroz njihove 279! vrednosti. Rezultati
su predstavljeni kao srednja vrednost relativne ekspresije = SD iz 3 razlicita eksperimenta.

4.2.5. Efekat kombinovane terapije za leCenje mCRC na vijabilnost SW620s i HCEC-
1CT ¢éelija i ekspresiju hsa-miR-93-5p

4.25.1. Efekat FOX-a u kombinaciji sa bevacizumabom na vijabilnost SW620s i
HCEC-1CT ¢elija

Da bi se proucili in vitro efekti sistemske (FOX), ciljane (bevacizumab) i kombinovane terapije
(FOX + bevacizumab) koja se koristi za leCenje mCRC, SW620g i HCEC-1CT c¢elije su tretirane
FOX-om, 3 klini¢ki relevantne koncentracije bevacizumaba (25, 85 i 250 pg/mL) ili kombinacijom
FOX + bevacizumab, a vijabilnost ¢elija je analizirana pomoéu MTT testa. Kao $to se moze videti
sa Slike 17 A i B, tretman FOX-om je doveo do smanjenja prezivljavanja SW620s celija na
78,0+11,0% (p=0,029) i HCEC-1CT c¢elija na 71,1+4,9% (p<0,001). Povecane koncentracije
bevacizumaba nisu imale uticaja na vijabilnost SW620g ¢elija, dok je nakon tretmana sa 85 pg/mL
bevacizumabom vijabilnost HCEC-1CT c¢elija smanjena na 84,4+2,9% (p=0,033), a nakon tretmana
sa 250 pg/mL bevacizumabom na 87,4+9,3% (p=0,048). Sto se ti¢e kombinovanih tretmana FOX +
bevacizumab, samo kombinacija FOX + 250 pg/mL bevacizumab je znaCajno smanjila vijabilnost
SW620g ¢elija na 47,6+3,1% (p=0,003), dok je kombinacija FOX + 85 pg/mL bevacizumab i FOX
+ 250 pg/mL bevacizumab smanjila vijabilnost HCEC-1CT ¢elija na 40,6£10,1% (p=0,003),
odnosno 37,9+6,4% (p=0,002), respektivno.
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Slika 17. Efekat FOX-a u kombinaciji sa bevacizumabom na vijabilnost SW620s i HCEC-1CT
éelija. Celije SW620s (A) i éelije HCEC-1CT (B) su tretirane sa FOX-om, bevacizumabom il
njihovom kombinacijom tokom 72 h nakon ¢ega je analizirana vijabilnost ovih ¢elija MTT esejem.
Pri jednofaktorskoj analizi varijanse, bev 25, bev 85 1 bev 250 tretmani su poredeni sa kontrolom,
dok su kombinacije FOX + bev 25, FOX + bev 85 i FOX + bev 250 poredeni sa FOX tretmanom.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD iz 3 razliCita eksperimenta. bev 25,
bevacizumab 25 pg/mL; bev 85, bevacizumab 85 pg/mL; bev 250, bevacizumab 250 pg/mL; *
p<0,050; ** p<0,010; *** p<0,001.

4.2.5.2. Efekat FOX-a u kombinaciji sa bevacizumabom na ekspresiju hsa-miR-
93-5p

Najpre je izmerena bazalna ekspresija hsa-miR-93-5p u SW620s i HCEC-1CT ¢elijama
kultivisanim tokom 72 h. Ekspresija hsa-miR-93-5p je bila veca u ¢elijama SW620g u poredenju sa
¢elijama HCEC-1CT (p<0,001) (Slika 18 A). Budu¢i da je samo najvisa ispitana koncentracija
bevacizumaba (250 pg/mL) u kombinaciji sa FOX-om uspela da znacajno smanji vijabilnost i
SW620s i HCEC-1CT celija (Slika 17 A i B), ova koncentracija je dalje koris¢ena kako bi se
utvrdilo da li bevacizumab sam ili u kombinaciji sa FOX-om uti¢e na ekspresiju hsa-miR-93-5p u
ovim ¢elijama. Kao §to je prikazano na Slici 18 B, FOX, 250 pg/mL bevacizumab niti kombinacija
FOX + 250 pg/mL bevacizumab nije imala efekta na ekspresiju hsa-miR-93-5p (p>0,050 za sve) u
SW620g ¢elijama. Medutim, u ¢elijama HCEC-1CT (Slika 18 C), u poredenju sa kontrolom, FOX
je doveo do smanjenja ekspresije hsa-miR-93-5p za 22,8+9,2% (p<0,008), kao i kombinacija FOX
+ 250 pg/mL bevacizumab za 23,7+5,3% (p<0,006). Medutim, kada se kombinacija FOX + 250
pg/mL bevacizumab uporedi sa FOX tretmanom, nije bilo statisticki znacajne razlike u ekspresiji
hsa-miR-93-5p (p=0,998). Takode, kada je bevacizumab u koncentraciji 250 pg/mL primenjen kao
zaseban tretman, nije doslo do promene ekspresije hsa-miR-93-5p (p=0,790).
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Slika 18. Ekspresija hsa-miR-93-5p u bazalnom stanju i nakon tretmana. A) Bazalna ekspresija
hsa-miR-93-5p (29 u SW620g i HCEC-1CT ¢elijama kultivisanim tokom 72 h. SW620g (B) i
HCEC-1CT (C) ¢elije su tretirane FOX-om, 250 pg/mL bevacizumabom ili njihovom
kombinacijom tokom 72 h nakon &ega je analizirana relativna ekspresija hsa-miR-93-5p (299t
gRT-PCR metodom. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost £ SD iz 3 razlicita
eksperimenta. bev 250, bevacizumab 250 pg/mL; ** p<0,010; *** p<0,001.

4.3. Ispitivanje translacionog potencijala hsa-miR-93-5p kao prediktivnog i prognosti¢kog
biomarkera kod ispitanika sa CRLM

4.3.1. Karakteristike ispitanika sa CRLM

U ovu studiju je ukljuceno 35 ispitanika sa CRLM od kojih je prikupljen bioloski materijal u vidu
seruma, CRLM i okolnog netumorskog tkiva jetre neposredno uz metastazu. Demografske i
klini¢ko-patoloske karakteristike ispitanika sa CRLM su prikazane u Tabeli 8.

Tabela 8. Demografske i klinicko-patoloske karakteristike ispitanika sa CRLM.

Ispitanici
(n=35)
Starost (godine), srednja vrednost + SD (opseg) 63,7 £ 12,2 (24-84)
Pol, n (%)
muskarci 19 (54,3)
zene 16 (45,7)
Tumor markeri
CEA (ng/mL), srednja vrednost = SD (opseg) 57,4 +121,3 (2-704)
CA 19-9 (IU/mL), srednja vrednost + SD (opseg) ~ 669,7 + 2267,2 (2-12999)
Podaci o primarnom karcinomu n (%)
Mesto
kolon 14 (40,0)
rektum 21 (60,0)
T stadijum
T1 1(2,9)
T3 24 (68,6)
T4 10 (28,6)
N stadijum
NO 8(22,9)
N1 16 (45,7)
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N2 11 (31,4)

L stadijum
LO 10 (28,6)
L1 25 (71,4)
V stadijum
VO 8(22,9)
V1 27 (77,1)
R stadijum
RO 30 (85,7)
R1 5 (14,3)
PN stadijum
PNO 16 (45,7)
PN1 19 (54,3)
Stadijum po Dukes-u
A-B 3(8,6)
C-D 32 (91,4)
Terapija
Neoadjuvantna hemioradioterapija
Ne 29 (82,9)
Da 6 (17,1)
Adjuvantna hemioterapija
Ne 28 (80,0)
Da 7 (20,0)
Podaci 0 CRLM n (%)
Broj
<3 23 (65,7)
>3 12 (34,3)
Maksimalni pre¢nik metastaza
<5cm 27 (77,1)
>5cm 8(22,9)
Lobarna distribucija metastaza
Unilobarna 20 (57,1)
Bilobarna 15 (42,9)
Prisustvo metastaza pri dijagnozi
Sinhrone 25 (71,4)
Metahrone 10 (28,6)
Prezentacija metastaza
Jedna 15 (42,9)
Vise 20 (57,1)
Histoloska diferentovanost
Dobro diferentovane (G1) 16 (45,7)
Umereno diferentovane (G2) 19 (54,3)
Rezidualni status
RO 10 (28,6)
R1 25 (71,4)
Terapija
Neoadjuvantna hemioterapija
Ne 18 (51,4)
Da 17 (48,6)
Adjuvantna hemioterapija
Ne 16 (45,7)
Da 19 (54,3)

Skracenice: n - broj ispitanika, T - tumor, N - &vor, L - invazija u limfne sudove, V - invazija u vene, R - resekcija, PN -
invazija u perineuralni prostor.
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4.3.2. Ekspresija hsa-miR-93-5p u CRLM i u okolnom netumorskom tkivu jetre

Ekspresija hsa-miR-93-5p je analizirana u CRLM i u okolnom netumorskom tkivu jetre ispitanika
sa CRLM. Ekspresija hsa-miR-93-5p je bila povisena kod 31 od 35 ispitanika (88,6%), dok je kod 4
ispitanika (11,4%) ekspresija hsa-miR-93-5p bila niza u poredenju sa netumorskim tkivom jetre
(Slika 19 A). Relativna ekspresija hsa-miR-93-5p je bila statisticki znacajno visa u CRLM u
poredenju sa netumorskim tkivom jetre (p<0,001) (Slika 19 B).
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Slika 19. Ekspresija hsa-miR-93-5p u CRLM i u okolnom netumorskom tkivu jetre ispitanika
sa CRLM. Relativni nivo ekspresije hsa-miR-93-5p (29°Y) u CRLM i netumorskom tkivu jetre (na
slici ozna¢eno samo kao Jetra) je analiziran qRT-PCR metodom i predstavljen je kao grafikon
uparenih uzoraka (A) i kao tackasti dijagram (B). *** p<0,001.

4.3.3. Ispitivanje korelacije ekspresije hsa-miR-93-5p u CRLM sa ekspresijom hsa-
miR-93-5p u serumu

Da bi se utvrdilo da li ekspresija hsa-miR-93-5p u CRLM Kkorelira sa serumskom ekspresijom hsa-
miR-93-5p, izraCunat je Spearman-ov koeficijent korelacije ranga (r). Kao $to je prikazano na Slici

20, nije bilo znacajne korelacije izmedu ekspresije hsa-miR-93-5p u CRLM i u serumu (r=0,166;
p=0,349).
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Slika 20. Korelacija ekspresije hsa-miR-93-5p u CRLM sa ekspresijom hsa-miR-93-5p u
serumu. Korelacija ekspresije hsa-miR-93-5p u CRLM sa ekspresijom hsa-miR-93-5p u serumu je
izrazena kroz Spearman-ov koeficijent korelacije ranga (r), a predstavljena je tackastim
dijagramom.

4.3.4. lIspitivanje korelacije ekspresije hsa-miR-93-5p u CRLM i serumu sa
tumorskim markerima

Analizirana je korelacija izmedu ekspresije hsa-miR-93-5p u CRLM i serumu sa tumorskim
markerima CEA i CA 19-9. Postojala je statisti¢ki znacajna umerena negativna korelacija izmedu
ekspresije hsa-miR-93-5p u CRLM i nivoa CEA (r=-0,406; p=0,016) (Slika 21). Medutim, nije bilo
znacajne korelacije izmedu serumske ekspresije hsa-miR-93-5p i CEA (r=-0,112; p=0,528), ili
CRLM i serumske ekspresije hsa-miR-93-5p i nivoa CA 19-9 (r=-0,067; p=0,703 i r=-0,187;
p=0,291, respektivno).
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Slika 21. Korelacija ekspresije hsa-miR-93-5p u CRLM sa tumorskim markerom CEA.
Korelacija ekspresije hsa-miR-93-5p u CRLM sa tumorskim markerom CEA je izraZena kroz
Spearman-ov koeficijent korelacije ranga (r), a predstavljena je tackastim dijagramom.

4.3.5. Odredivanje grani¢ne vrednosti ekspresije hsa-miR-93-5p u CRLM i serumu
ispitanika sa CRLM

Kako bi se odredila grani¢na vrednost ekspresije hsa-miR-93-5p u CRLM i serumu ispitanika sa
CRLM, i kako bi se ispitanici sa CRLM podelili u grupe sa visokom i niskom ekspresijom hsa-miR-
93-5p, izvedena je analiza ROC krive uz izra¢unavanje Youden-ovog indeksa. Optimalna grani¢na
vrednost ekspresije hsa-miR-93-5p, zasnovana na uzorcima, za CRLM je bila 0,27 (senzitivnost
62,5%, specificnost 57,9%), a za serum 0,04 (senzitivnost 86,7%, specifi¢nost 47,4%). Na osnovu
ovih grani¢nih vrednosti, ispitanici sa CRLM su podeljeni u grupu sa visokom ekspresijom hsa-
miR-93-5p (ekspresija hsa-miR-93-5p visa od grani¢ne vrednosti) i u grupu sa niskom ekspresijom
hsa-miR-93-5p (ekspresija hsa-miR-93-5p niza od grani¢ne vrednosti). Ukupno 18 ispitanika
(51,4%) je imalo visoku ekspresiju hsa-miR-93-5p u CRLM, a 17 ispitanika (48,6%) je imalo nisku
ekspresiju hsa-miR-93-5p u CRLM. Sto se ti¢e ekspresije hsa-miR-93-5p u serumu, 23 ispitanika
(67,7%) je imalo visoku ekspresiju hsa-miR-93-5p, dok je 11 ispitanika (32,3%) imalo nisku
ekspresiju hsa-miR-93-5p.

4.3.6. Povezanost visoke i niske ekspresije hsa-miR-93-5p u CRLM i serumu sa
demografskim i klini¢ko-patoloSkim karakteristikama ispitanika sa CRLM

Kako bi se utvrdilo da li je visoka ili niska ekspresija hsa-miR-93-5p u CRLM i serumu povezana
sa demografskim i klini¢ko-patoloskim Kkarakteristikama ispitanika sa CRLM, ekspresija hsa-miR-
93-5p je uporedena prema starosti i polu ispitanika, broju, maksimalnom precniku, prisustvu,
lobarnoj distribuciji i prezentaciji metastaza, histoloskom stepenu diferenciranosti i rezidualnom
statusu tumora. Rezultati prikazani u Tabeli 9 ukazuju da nije bilo statisticki znacajne povezanosti
izmedu visoke/niske ekspresije hsa-miR-93-5p i pomenutih karakteristika pacijenata sa CRLM
(p>0,050 za sve).

Tabela 9. Povezanost visoke i niske ekspresije hsa-miR-93-5p u CRLM i serumu sa
demografskim i klinicko-patoloSkim karakteristikama ispitanika sa CRLM.

Karakteristike ispitanika sa CRLM Ekspresija hsa-miR-93-5p  Ekspresija hsa-miR-93-5p

u CRLM (p vrednost) u serumu (p vrednost)

Starost (<65, >65) 1,000 0,295
Pol (muskarci, zene) 0,505 0,717
Broj metastaza (<3, >3) 0,489 1,000
Maksimalni pre¢nik metastaza (<5 cm, >5 cm) 1,000 1,000
Prezentacija metastaza (jedna, vise) 0,738 0,295
Lobarna distribucija metastaza (unilobarne, bilobarne) 0,315 1,000
Prisustvo  metastaza pri  dijagnozi  (sinhrone, 1.000 0.232
metahrone)

Histoloska diferenciranost (G1, G2) 1,000 0,151
Rezidualni status (RO, R1) 0,264 0,232
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4.3.7. Prediktivni potencijal hsa-miR-93-5p za odgovor na terapiju kod ispitanika sa
CRLM

Ispitano je da li primena neoadjuvantne hemioterapije uti¢e na ekspresiju hsa-miR-93-5p kod
ispitanika sa CRLM.

Od 35 ispitanika sa CRLM, ukupno 17 ispitanika (48,6%) je primalo neoadjuvantnu hemioterapiju,
a 15/17 ispitanika je primalo terapiju zasnovanu na 5-FU i oksaliplatinu u kombinaciji sa
bevacizumabom. Kako bi se ispitalo da li primena neoadjuvantne hemioterapije uti¢e na ekspresiju
hsa-miR-93-5p, uporedena je ekspresija hsa-miR-93-5p u CRLM i u serumu kod ispitanika koji su
primali neoadjuvantnu hemioterapiju sa onima koji nisu, pri ¢emu nije uocena statisticka znacajnost
(p=0,568 i p=0,971, respektivno). Na osnovu ovog nalaza se moze zakljuciti da neoadjuvantna
hemioterapija nije uticala na ekspresiju hsa-miR-93-5p kod ispitanika sa CRLM.

Na osnovu RECIST smernica verzije 1.1, 10 ispitanika (58,8%) je pokazalo parcijalni odgovor, 6
(35,30%) ispitanika je imalo stabilnu bolest, a 1 (5,9%) progresivnu bolest na primenjenu
neoadjuvantnu hemioterapiju, tako da je bilo 10 ispitanika koji su pokazali odgovor na primenjenu
hemioterapiju i 7 ispitanika koji nisu pokazali odgovor na terapiju. Da bi se procenila prediktivna
vrednost hsa-miR-93-5p, analizirana je povezanost visoke ili niske ekspresije hsa-miR-93-5p u
CRLM 1 serumu i odgovor ispitanika na terapiju. Medutim, nije uocena statisticki znacajna
povezanost izmedu visoke/niske ekspresije hsa-miR-93-5p u CRLM ili serumu i terapijskog
odgovora (p=1,000).

4.3.8. Prognosticki potencijal hsa-miR-93-5p za prezivljavanje bez recidiva kod
ispitanika sa CRLM

Kaplan-Meier-ova metoda je kori§¢ena za procenu jednogodi$njeg prezivljavanja bez recidiva kod
pacijenata sa visokom ili niskom ekspresijom hsa-miR-93-5p u CRLM ili u serumu. Nije uocena
razlika u jednogodi$njem prezivljavanju bez recidiva kod pacijenata sa visokom ekspresijom hsa-
mMiR-93-5p u CRLM i serumu u poredenju sa ispitanicima sa niskom ekspresijom hsa-miR-93-5p
(p=0,174 i p=0,104, respektivno) (Slika 22).
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Slika 22. Kaplan-Meier-ova analiza preZivljavanja bez recidiva kod ispitanika sa CRLM.
Kaplan-Meier-ove krive prezivljavanja bez recidiva kod ispitanika sa CRLM sa visokom i niskom
ekspresijom hsa-miR-93-5p u CRLM (A) i u serumu (B). Cenzurisani dogadaji su predstavljeni
tackama na krivama.
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4.3.9. Prognosticki potencijal hsa-miR-93-5p i Kklini¢ko-patoloskih Kkarakteristika
ispitanika sa CRLM za pojavu ranog recidiva

Bivarijantna analiza je izvedena kako bi se procenio prognosti¢ki zna¢aj hsa-miR-93-5p i klini¢ko-
patoloskih karakteristika ispitanika sa CRLM za pojavu ranog recidiva. Kao §to je prikazano u
Tabeli 10, jedino je nivo hsa-miR-93-5p u serumu bio znac¢ajno povezan sa pojavom ranog recidiva,
tacnije, veca ekspresija hsa-miR-93-5p bila je povezana sa ve¢im brojem pacijenata sa rekurentnom
boles¢u, p=0,035). S obzirom da je nivo hsa-miR-93-5p u serumu bio jedini prognosticki faktor
povezan sa recidivom, multivarijantna analiza nije radena.

Tabela 10. Bivarijantna analiza potencijalnih prognosti¢kih faktora za pojavu ranog recidiva.

Ce Bez recidiva Sa recidivom
Karakteristike ispitanika sa CRLM N=19 (54,3%) N=16 (45,796)* p vrednost
Starost
<65 7 (36,8%) 7 (43,7%) 0,739
>65 12 (63,2%) 9 (56,3%)

Pol
muskarci 10 (52,6%) 9 (56,2%) 1,000
Zene 9 (47,4%) 7 (43,7%)

Broj metastaza
<3 12 (63,2%) 11 (68,7%) 1,000
>3 7 (36,8%) 5 (31,3%)

Maksimalni pre¢nik metastaza
<5cm 14 (73,7%) 13 (81,3%) 0,700
>5cm 5 (26,3%) 3 (18,7%)

Prezentacija metastaza
jedna 9 (47,4%) 6 (37,5%) 0,734
vise 10 (52,6%) 10 (62,5%)

Lobarna distribucija
unilobarne 11 (57,9%) 9 (56,3%) 1,000
bilobarne 8 (42.1%) 7 (43,7%)

Prisustvo metastaza pri dijagnozi
sinhrone 11 (57,9%) 14 (87,5%) 0,071
metahrone 8 (42,1%) 2 (12,5%)

Histoloska diferenciranost
Gl 11 (57,9%) 5 (31,3%) 0,176
G2 8 (42,1%) 11 (68,7%)

Rezidualni status
RO 5 (26,3%) 5 (31,3%) 1,000
R1 14 (73,7%) 11 (68,7%)

Poreklo primarnog tumora
levi kolon 15 (78,9%) 13 (81,3%) 1,000
desni kolon 4 (21,1%) 3 (18,7%)

Ekspresija hsa-miR-93-5p u CRLM
niska 11 (57,9%) 6 (37,5%) 0,315
visoka 8 (42,1%) 10 (62,5%)

Ekspresija hsa-miR-93-5p u serumu
niska 9 (47,4%) 2 (13,3%) 0,035
visoka 10 (52,6%) 13 (86,7%)

*osim ekspresije hsa-miR-93-5p u serumu, gde je u grupi sa recidivom bilo 15 ispitanika.
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4.4. Funkcionalna karakterizacija hsa-miR-93-5p u procesima relevantnim za
kolorektalnu karcinogenezu i odgovor na terapiju in vitro i in vivo

4.4.1. Ekspresija hsa-miR-93-5p u neizmenjenim ¢elijama kolona i éelijskim linijama
CRC

Kako bi se odabrale celijske linije CRC za dalju funkcionalnu karakterizaciju hsa-miR-93-5p,
najpre je odreden profil ekspresije hsa-miR-93-5p u ¢elijskim linijama CRC HCT116, DLD-1,
SW480, SW837 i SW620g, u odnosu na ¢elije neizmenjenog epitela kolona HCEC. 1z rezultata
prikazanih na Slici 23 se moze primetiti da je ekspresija hsa-miR-93-5p u HCT116 c¢elijama bila
priblizna ekspresiji hsa-miR-93-5p u HCEC (¢elijama, dok je u ostalim c¢elijskim linijama CRC
ekspresija hsa-miR-93-5p bila niza. Najniza ekspresija hsa-miR-93-5p je bila zapazena u SW620e
¢elijama. Na osnovu ove analize, za dalju funkcionalnu karakterizaciju hsa-miR-93-5p su odabrane
¢elijske linije HCT116 i SW620g, zbog najvise i najnize ekspresije hsa-miR-93-5p, respektivno, u
testiranim CRC ¢elijskim linijama.
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Slika 23. Ekspresija hsa-miR-93-5p u neizmenjenim éelijama kolona i éelijskim linijama
CRC. gRT-PCR analiza relativne ekspresije hsa-miR-93-5p (29°Y) u HCEC, HCT116, DLD-1,
SW480, SW837 i SW620e celijama. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost relativne
ekspresije * standardna devijacija (SD) iz 3 razli¢ita eksperimenta.

4.4.2. Odredivanje ICso vrednosti 5-FU u SW620e i HCT116 éelijama

Pre funkcionalnog ispitivanja uloge hsa-miR-93-5p u rezistenciji na 5-FU, kao i efekta
povisene/snizene ekspresije hsa-miR-93-5p u kombinaciji sa 5-FU na vijabilnost SW620g i
HCT116 ¢elija, najpre je bilo potrebno odrediti ICso vrednost 5-FU za ove cCelije. Na osnovu krive
odgovora na 5-FU prikazanoj na Slici 24, 1Csp vrednost 5-FU kod SW620e ¢elija je iznosila 126,27
MM, dok je ICso vrednost 5-FU kod HCT116 ¢elija bila 15,96 uM. Na osnovu dobijenih ICsg
vrednosti se moze zakljuciti da su HCT116 ¢elije priblizno 8 puta osetljivije na 5-FU u odnosu na
SW620ke c¢elije. Dobijene koncentracije 5-FU su koriS¢ene u daljim eksperimentima sa SW620k |
HCT116 ¢elijama.
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Slika 24. Odredivanje ICso vrednosti 5-FU u SW620e i HCT116 ¢elijama. SW620e i HCT116
¢elije su zasejane u mikrotitar ploce sa 96 bunarica i narednog dana tretirane sa 0 uM, 5,35 uM,
10,7 uM, 21,4 uM, 42,8 pM, 85,6 puM, 1285 pM i 171,6 pM 5-FU. 48 h nakon tretmana
analizirana je vijabilnost (%) SW620e i HCT116 celija MTT esejem. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost Cetvoroplikata + SD iz 2 razlicita eksperimenta.

4.4.3. Uloga hsa-miR-93-5p u rezistenciji na 5-FU

Uloga hsa-miR-93-5p u rezistenciji na 5-FU je ispitana tako $to je ekspresija hsa-miR-93-5p
analizirana u SW620g celijama rezistentnim na 5-FU (SW620s 5-FUR), i u eksperimentu gde je
ekspresija hsa-miR-93-5p analizirana u adherentnim i plutaju¢im ¢elijama nakon tretmana sa 5-FU.

4.4.3.1. Ekspresija hsa-miR-93-5p u SW620s ¢elijama rezistentnim na 5-FU

Da bi se dobile SW620s 5-FUR celije, originalne SW620s celije su tretirane sa rastu¢im
koncentracijama 5-FU u rasponu od 5 do 30 uM. Nakon 6 meseci, MTT esejem je proverena
senzitivnost dobijenih c¢elija i generisane su odgovarajuce krive odgovora na 5-FU (Slika 25 A), a
promena u rezistenciji je izraCunata na osnovu ICsg vrednosti originalnih i SW620s 5-FUR ¢elija.
Prose¢na ICsp vrednost originalnih SW620g Celija na 5-FU je iznosila 196,34 uM, dok je prosecna
ICso vrednost SW620s 5-FUR celija iznosila 351,11 pM. Promena u rezistenciji je iznosila
priblizno 1,8.

Kako bi se ispitalo da li je ekspresija hsa-miR-93-5p povezana sa rezistencijom na 5-FU, izmerena
je ekspresija hsa-miR-93-5p u SW620g 5-FUR ¢elijama. Kao $to se moze primetiti na Slici 25 B,
nije bilo statisticki znacajne razlike u ekspresiji hsa-miR-93-5p u originalnim SW620g celijama u
poredenju sa SW620g 5-FUR ¢elijama.

55



A — SW620p B
— SW6205 5-FUR 7
100~ 2 1.2-
i e
20 T 1.0
c\° 80 é
= 704 = 087
2 =g
£ 60 T 0.64
£ 50- =2
E Z 04
40 @
= 0.24
30- . g
20 T T T T T T 1 = 0.0-
0 50 100 150 200 250 300 350 & SW6208B SW620B 5-FUR

5-FU (uM)

Slika 25. Senzitivnost originalnih i 5-FU-rezistentnih SW620s ¢éelija na 5-FU. A) Originalne i 5-
FU-rezistentne SW620g ¢elije su tretirane sa 0, 10, 50, 100, 150, 200, 250 i 300 uM 5-FU tokom 72
h, nakon ¢ega je analizirana vijabilnost ¢elija MTT esejem. B) Relativna ekspresija hsa-miR-93-5p
(2°99CY je odredena qRT-PCR analizom u originalnim i 5-FU-rezistentnim SW620g éelijama.
SW620g 5-FUR, SW6205g ¢elije rezistentne na 5-FU.

4.4.3.2. Ekspresija hsa-miR-93-5p u adherentnim i plutaju¢im SW620e i HCT116
¢elijama nakon tretmana sa 5-FU

Kako bi se ispitala uloga hsa-miR-93-5p u rezistenciji na 5-FU, ekspresija hsa-miR-93-5p je
izmerena u SW620e i HCT116 ¢elijama nakon tretmana sa 5-FU, i to u adherentnim celijama
(rezistentne na 5-FU) i u plutajuéim celijama (odlepljene celije i mrtve Celije). Iz rezultata
prikazanih na Slici 26 se najpre moze primetiti da je ekspresija hsa-miR-93-5p u kontrolnim
adherentnim ¢elijama neizmenjana u odnosu na odlepljene celije kod obe testirane Celijske linije.
Nakon tretmana sa 5-FU, u adherentnim ¢elijama nije doslo do promene u ekspresiji hsa-miR-93-5p
niti kod SW620e niti kod HCT116 Ccelija. Medutim, ekspresija hsa-miR-93-5p u plutaju¢im
HCT116 ¢elijama nakon tretmana sa 5-FU je bila statisticki znacajno visa (p=0,007) u odnosu na
kontrolne plutajuce Celije. Isti trend je primecen i kod SW620e celija, medutim statisticka
znacajnost nije uocena (p=0,366). UocCena je i statisticki znacajno visa ekspresija hsa-miR-93-5p
plutaju¢im u odnosu na adherentne HCT116 ¢elije nakon tretmana sa 5-FU (p=0,030). Ovi rezultati
potvrduju da hsa-miR-93-5p nema ulogu u rezistenciji na 5-FU u Zivim SW620g i HCT116
¢elijama, ali i ukazuju na poviSenu ekspresiju hsa-miR-93-5p u odlepljenim/mrtvim HCT116
¢elijama nakon tretmana sa 5-FU.
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Slika 26. Ekspresija hsa-miR-93-5p u adherentnim i plutaju¢im SW620e i HCT116 ¢elijama
nakon tretmana sa 5-FU. SW620e (A) i HCT116 (B) ¢elije su zasejane u Petri posudu pre¢nika 10
cm i tretirane narednog dana sa odgovaraju¢im ICso vrednostima 5-FU. 48 h nakon tretmana
analizirana je ekspresija hsa-miR-93-5p u adherentnim i plutaju¢im SW620e i HCT116 ¢elijama.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost relativne ekspresije (2°9°Y) + standardna devijacija
(SD) iz 2 razlicita eksperimenta.

4.4.4. Analiza uspeSnosti transfekcije SW620e i HCT116 ¢elija hsa-miR-93-5p
mimikom i inhibitorom

Pre izvodenja eksperimenata koji zahtevaju povisenu ili snizenu ekspresiju hsa-miR-93-5p, bilo je
neophodno analizirati uspesnost transfekcije SW620e i HCT116 ¢elija hsa-miR-93-5p mimikom i
inhibitorom u odnosu na njihove kontrole mNK i iNK, respektivno. Sa rezultata prikazanih na Slici
27 se moze videti da je hsa-miR-93-5p mimik znacajno povecao (150,0+1,4 puta (p<0,001);
168,2+0,0 puta (p<0,001)) ekspresiju hsa-miR-93-5p kod SW620e i HCT116 ¢elija, respektivno, a
da je hsa-miR-93-5p inhibitor znacajno smanjio (za 74,7+18,3% (p=0,021); za 68,5+5,5%
(p=0,006)) ekspresiju hsa-miR-93-5p kod SW620e i HCT116 ¢elija, respektivno. Na osnovu ovih
rezultata se moze =zakljuéiti da je transfekcija hsa-miR-93-5p mimikom i hsa-miR-93-5p
inhibitorom bila uspeSna, zbog c¢ega su ovi uslovi transfekcije koriS¢eni u narednim
eksperimentima.
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Slika 27. Analiza uspeSnosti transfekcije sa hsa-miR-93-5p mimikom i inhibitorom. SW620g
(A) 1 HCT116 (B) ¢elije su zasejane u mikrotitar plo¢u sa 6 bunari¢a, a narednog dana su
transfektovane sa hsa-miR-93-5p mimikom, inhibitorom, mNK i iNK. 24 h nakon transfekcije
analizirana je ekspresija hsa-miR-93-5p u SW620e i HCT116 ¢elijama. Rezultati su predstavljeni
kao srednja vrednost relativne ekspresije (299!) + standardna devijacija (SD) iz 2 razligita
eksperimenta. mimik, hsa-miR-93-5p mimik; mNK, negativna kontrola za hsa-miR-93-5p mimik;
inhibitor, hsa-miR-93-5p inhibitor; INK, negativna kontrola za hsa-miR-93-5p inhibitor; * p<0,050;
** p<0,010; *** p<0,001.

4.45. Uticaj poviSene/sniZene ekspresije hsa-miR-93-5p, sa ili bez kotretmana sa 5-FU,
na vijabilnost SW620e i HCT116 celija

Uticaj poviSene/snizene ekspresije hsa-miR-93-5p, sa ili bez tretmana sa 5-FU, na vijabilnost
SW620e i HCT116 ¢elija je ispitan bojenjem kristal violetom (Slika 28). S obzirom da su koris¢ene
ICs0 vrednosti 5-FU, tretman sa 5-FU je o¢ekivano doveo do smanjenja vijabilnosti obe celijske
linije. Tretman sa hsa-miR-93-5p mimikom ili inhibitorom nije doveo do statisticki znacajne
promene vijabilnosti SW620e i HCT116 ¢elija. Kotretman hsa-miR-93-5p mimikom ili inhibitorom
i 5-FU, nije znacajno promenio vijabilnost SW620e i HCT116 Celija, u poredenju sa 5-FU
tretmanom. Medutim, kotretman hsa-miR-93-5p mimikom sa 5-FU je povecéao vijabilnost HCT116
¢elija za 9,8% (p=0,009) u odnosu na kotretman mNK i 5-FU. Kotretman hsa-miR-93-5p
inhibitorom sa 5-FU nije doveo do promene vijabilnosti SW620e i HCT116 ¢elija u poredenju sa 5-
FU tretmanom. Takode, nije uofena promena u vijabilnosti SW620e i HCT116 celija kada se
uporedi kotretman hsa-miR-93-5p inhibitora sa 5-FU i iNK sa 5-FU. Na osnovu ovih rezultata se
moze zakljuciti da poviSena/snizena ekspresija hsa-miR-93-5p ne uti¢e na vijabilnost SW620k i
HCT116 celija, medutim, povisena ekspresija hsa-miR-93-5p deluje protektivho na vijabilnost
HCT116 ¢elija pri kotretmanu sa 5-FU.
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Slika 28. Uticaj poviSene/sniZene ekspresije hsa-miR-93-5p, sa ili bez kotretmana sa 5-FU, na
vijabilnost SW620e i HCT116 éelija. SW620e (A) 1 HCT116 (B) Celije su zasejane u mikrotitar
plocu sa 96 bunari¢a, a narednog dana su transfektovane sa hsa-miR-93-5p mimikom, inhibitorom,
mNK i iNK. 24 h nakon transfekcije, ¢elije su tretirane odgovaraju¢im ICso vrednostima 5-FU, a 48
h nakon tretmana sa 5-FU analizirana je vijabilnost (%) SW620e i HCT116 celija. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost Cetvoroplikata + standardna devijacija (SD) iz 2 razlicita
eksperimenta. Statistickom analizom je ispitano da li postoji statisticka znacajnost izmedu
vijabilnosti ¢elija nakon tretmana mimik i mNK, inhibitor i iNK, mimik+5-FU i 5-FU, inhibitor+5-
FU i 5-FU, mimik+5-FU i mNK+5-FU, inhibitor+5-FU i iNK+5-FU, dok su samo statisticki
znacajne veze prikazane. mimik, hsa-miR-93-5p mimik; mNK, negativna kontrola za hsa-miR-93-
5p mimik; inhibitor, hsa-miR-93-5p inhibitor; iINK, negativna kontrola za hsa-miR-93-5p inhibitor;
** p<0,010.

4.46. Uticaj poviSene/sniZene ekspresije hsa-miR-93-5p na ¢elijsku smrt po tipu
anoikis kod SW620e i HCT116 ¢elija

Uticaj povisene/snizene ekspresije hsa-miR-93-5p na celijsku smrt po tipu anoikis kod SW620¢ i
HCT116 ¢elija je ispitan testom onemogucavanja ¢elijama da se zalepe za podlogu. Sa Slike 29 se
najpre moze primetiti da SW620e celije formiraju izrazito manje klastere/sfere u poredenju sa
HCT116 Celijama. Poredenjem tretmana hsa-miR-93-5p mimik sa mNK, i hsa-miR-93-5p inhibitor
sa iINK, se uocava da i SW620e 1 HCT116 ¢elije uspesno prezivljavaju uslove usled kojih ne mogu
da se zalepe za podlogu formirajuci sferoide. 1z ovih rezultata proizilazi zaklju¢ak da hsa-miR-93-
5p nije uticala na sposobnost ¢elija da se odupru ¢elijskoj smrti po tipu anoikis usled nemoguénosti
da se zalepe za podlogu.
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Slika 29. Uticaj poviSene/sniZene ekspresije hsa-miR-93-5p na ¢elijsku smrt po tipu anoikis
kod SW620e i HCT116 ¢elija. SW620e i HCT116 Celije su zasejane u mikrotitar plocu sa 6
bunarica, a narednog dana su transfektovane sa hsa-miR-93-5p mimikom, mNK, inhibitorom i iNK.
24 h nakon transfekcije, ¢elije su zasejane u mikrotitar ploce sa 6 bunari¢a obloZene PolyHEMA
hidrogelom u triplikatu. Na slici su predstavljene reprezentativne fotografije nakon 96 h iz 2
razli¢ita eksperimenta. WT, netransfekovane SW620e i HCT116 celije; mimik, hsa-miR-93-5p
mimik; mNK, negativna kontrola za hsa-miR-93-5p mimik; inhibitor, hsa-miR-93-5p inhibitor;
iNK, negativna kontrola za hsa-miR-93-5p inhibitor.

SW6205

HCT116

4.4.7. Uticaj poviSene/sniZene ekspresije hsa-miR-93-5p na ¢elijski ciklus SW620k i
HCT116 celija

Uticaj poviSene/snizene ekspresije hsa-miR-93-5p na distribuciju faza celijskog ciklusa SW620k i
HCT116 ¢elija je ispitan pomocu protocne citofluorimetrije. Transfekcija SW620g ¢elija je uradena
samo sa hsa-miR-93-5p mimikom i mNK, dok su HCTI116 c¢elije transfekovane samo sa
inhibitorom i iNK, zato §to je ranije pokazano da SW620g celije imaju nizi nivo ekspresije hsa-
mMiR-93-5p u poredenju sa HCT116 ¢elija (Slika 23). Zbog toga, ocekuje se da povecanje ekspresije
hsa-miR-93-5p ima efekat u ¢elijama sa nizom ekspresijom hsa-miR-93-5p (SW620g), a snizenje
ekspresije hsa-miR-93-5p u ¢elijama sa viSom ekspresijom (HCT116). Na osnovu rezultata
prikazanih na Slici 30 A se moze primetiti da kod transfekovanih SW620e ¢elija dolazi do zastoja u
S/G2 fazi. Medutim, ovaj zastoj je zapaZen i nakon tretmana sa hsa-miR-93-5p mimikom i nakon
tretmana sa MNK, na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da ovaj efekat nije posledica dejstva povecane
ekspresije hsa-miR-93-5p, ve¢ posledica samog procesa transfekcije. Sto se tic¢e HCT116 celija
(Slici 30 B), zapazeno je da je oko 20% celija bilo u sub-Gl1 fazi, kako u kontrolnim ¢éelijama, tako i
u transfekovanim ¢elijama, Sto govori o velikom procentu ¢elija u apoptozi, zbog Cega se rezultati
za HCT116 ¢elije ne mogu uzeti u razmatranje. Ovi rezultati ukazuju da hsa-miR-93-5p ne uti¢e na
distribuciju faza celijskog ciklusa kod SW620k ¢elija.
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Slika 30. Uticaj poviSene/sniZene ekspresije hsa-miR-93-5p na celijski ciklus SW620e |
HCT116 ¢éelija. Distribucija SW620e (A) i HCT116 (B) celija po fazama Ccelijskog ciklusa.
SW620e 1 HCT116 ¢elije su zasejane u mikrotitar plocu sa 6 bunariéa, a narednog dana SW620g
Celije su transfektovane sa hsa-miR-93-5p mimikom i mNK, dok su HCT116 ¢elije transfekovane
sa inhibitorom i iNK. 24 h nakon transfekcije, ¢elije su fiksirane, obojene sa Pl-om, i analizirane na
protocnom citometru. Na gornjem delu grafika su predstavljeni reprezentativni histogram plotovi sa
naznacenim procentom celija u odredenoj fazi celijskog ciklusa. Na donjem delu grafika je dat
kvantitativni prikaz rezultata. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost procenta celija u
apoptozi + SD iz 2 razli¢ita eksperimenta. Kontrola, netransfekovane SW620e i HCT116 C¢elije;
mimik, hsa-miR-93-5p mimik; mNK, negativna kontrola za hsa-miR-93-5p mimik; inhibitor, hsa-
miR-93-5p inhibitor; iINK, negativna kontrola za hsa-miR-93-5p inhibitor.

4.48. Uticaj poviSene/sniZzene ekspresije hsa-miR-93-5p na sposobnost formiranja
tuba SW620e i HCT116 celija

Uticaj poviSene/snizene ekspresije hsa-miR-93-5p na sposobnost SW620e i HCT116 ¢elija da se
umrezavaju in vitro analiziran je testom formiranja tuba. Netransfekovane HCT116 celije su
koriS¢ene kao negativna kontrola, dok su 4C11+ ¢elije koriS¢ene kao pozitivna kontrola spontanog
formiranja tuba. Netransfekovane SW620g, kao i HCT116 ¢elije, ne formiraju spontano tube (Slika
31). Medutim, na Slici 31 se jasno moze videti da je hsa-miR-93-5p mimik doveo do formiranja
tuba kod SW620e (posebno obratiti paznju na obode bunari¢a) i HCT116 celija, nakon 20 h i 40 h
od zasejavanja na Matrigel matriks, u poredenju sa mNK. Tretman sa hsa-miR-93-5p inhibitorom
nije doveo do formiranja tuba kod ovih ¢elijskih linija. Na osnovu ovog rezultata se moze izvesti
zakljucak da povecana ekspresija hsa-miR-93-5p utice na in vitro formiranje tuba kod SW620g i
HCT116 celija.
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Slika 31. Uticaj poviSene/sniZene ekspresije hsa-miR-93-5p na sposobnost formiranja tuba
SW620e i HCT116 ¢elija. SW620e (A) i HCT116 (B) ¢elije su zasejane u mikrotitar plocu sa 6
bunari¢a, a narednog dana su transfektovane sa hsa-miR-93-5p mimikom, inhibitorom, mNK i iNK.
24 h nakon transfekcije, ¢elije su odlepljene od podloge i zasejane u mikrotitar plocu sa 96 bunaric¢a
preko Matrigel matriksa. Nakon 20 h i 40 h analizirana je sposobnost SW620e i HCT116 ¢elija da
formiraju tube. Na slikama su predstavljene reprezentativne fotografije iz 2 razli¢ita eksperimenta.
WT, eng. wild type, netransfekovane SW620e i HCT116 celije; mimik, hsa-miR-93-5p mimik;
mNK, negativna kontrola za hsa-miR-93-5p mimik; inhibitor, hsa-miR-93-5p inhibitor; iNK,
negativna kontrola za hsa-miR-93-5p inhibitor.

4.4.9. Uticaj poviSene/sniZzene ekspresije hsa-miR-93-5p na migraciju SWG620e i
HCT116 Celija

Uticaj poviSene/sniZene ekspresije hsa-miR-93-5p na migraciju SW620e i HCT116 ¢elija je ispitan
testom zarastanja povrede. Rezultati prikazani na Slici 32 pokazuju da HCT116 ¢elije brze zatvaraju
slobodni prostor u odnosu na SW620e celije. Naime, HCT116 ¢elije su nakon 48 h u potpunosti
zatvorile slobodni prostor, za razliku od SW620e ¢elija koje su za isto vreme popunile tek priblizno
15%. Nakon tretmana sa hsa-miR-93-5p mimikom i inhibitorom, nije uoena statisticki znacajna
razlika u procentu Celija koje su nastanile slobodni prostor u odnosu na ¢elije tretirane mNK 1 iNK,
respektivno, kod obe testirane Celijske linije, niti nakon 24 h, niti nakon 48 h od pocetka testa. Ovi
rezultati ukazuju da hsa-miR-93-5p ne uti¢e na migraciju SW620e i HCT116 ¢elija.
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Slika 32. Uticaj poviSene/sniZene ekspresije hsa-miR-93-5p na migraciju SW620e i HCT116
celija. SW620e (A) 1 HCT116 (B) ¢elije su zasejane u mikrotitar plocu sa 6 bunarica, a narednog
dana su transfektovane sa hsa-miR-93-5p mimikom, inhibitorom, mNK i iNK. 24 h nakon
transfekcije, ¢elije su odlepljene od podloge i zasejane u 2 komore silikonskog inserta izmedu kojih
se nalazi definisani prostor koji ¢elije ne mogu da nastane. Nakon 24 h i 48 h analizirana je
migracija SW620e i HCT116 c¢elija u prisustvu inhibitora proliferacije mitomicina C. Na grafiku
levo su predstavljene reprezentativne fotografije iz 2 razlicita eksperimenta, dok je sa desne strane
dat kvantitativni prikaz rezultata. WT, eng. wild type, netransfekovane SW620e i HCT116 ¢elije;
mimik, hsa-miR-93-5p mimik; mNK, negativna kontrola za hsa-miR-93-5p mimik; inhibitor, hsa-
miR-93-5p inhibitor; iNK, negativna kontrola za hsa-miR-93-5p inhibitor.

4.4.10. Uticaj poviSene/sniZene ekspresije hsa-miR-93-5p na rast tumora in vivo

Uticaj poviSene/snizene ekspresije hsa-miR-93-5p na rast tumora in vivo je ispitan koriste¢i CAM
esej. Na Slici 33 A i B su predstavljene fotografije tumorske mase sa okolnim CAM-om iz svakog
prezivelog embriona pileta na ¢iji su CAM stavljene SW620e 1 HCT116 ¢celije, respektivno. Broj
prezivelih embriona pileta sa SW620g ¢elijama za mimik grupu je iznosio 9, za mNK 8, za inhibitor
7, 1 za iNK 8. Broj prezivelih embriona pileta sa HCT116 ¢elijama bio 5, 4, 7 1 5 za mimik, mNK,
inhibitor i INK grupu, respektivno. Na osnovu grafika C na Slici 33 se moze uociti da tretman sa
hsa-miR-93-5p mimikom, niti sa hsa-miR-93-5p inhibitorom nije doveo do promene u zapremini
tumorske mase u odnosu na njihove odgovarajué¢e kontrole. Na osnovu ovih rezultata se moze
zakljuciti da hsa-miR-93-5p ne uti¢e na rast tumora kod SW620e i HCT116 ¢elija u in vivo model
sistemu embriona pileta.
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Slika 33. Uticaj poviSene/sniZene ekspresije hsa-miR-93-5p na rast tumora in vivo koristeéi
CAM esej. SW620e (A) i HCT116 (B) celije su zasejane u Petri posudu pre¢nika 10 cm, a
narednog dana su transfektovane sa hsa-miR-93-5p mimikom, inhibitorom, mNK i iNK. 24 h nakon
transfekcije, 1 x 10° éelija je pomesano sa Matrigel matriksom, a zatim su nanesene na CAM. Petog
dana nakon nano$enja c¢elija, tumorska masa je uklonjena sa CAM-a. Na grafiku A i B su
predstavljene fotografije tumorske mase sa okolnim CAM-om iz svakog prezivelog embriona pileta,
dok je na grafiku C dat kvantitativni prikaz rezultata. mimik, hsa-miR-93-5p mimik; mNK,
negativna kontrola za hsa-miR-93-5p mimik; inhibitor, hsa-miR-93-5p inhibitor; iNK, negativha
kontrola za hsa-miR-93-5p inhibitor.
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5. DISKUSIJA

Svrha ovog istrazivanja je bilo ispitivanje uloge miRNK koje uc¢estvuju u regulaciji TGFp signalnog
puta u mCRC u odgovoru na terapiju, i njihove funkcionalne uloge u procesima relevantnim za
CRC karcinogenezu i progresiju. Istrazivanje je obuhvatilo in silico pretragu miRNK koje regulisu
¢lanove TGFp signalnog puta i ispitivanje odgovora 3 odabrane miRNK hsa-miR-17-5p, hsa-miR-
21-5p i hsa-miR-93-5p na tretmane pojedina¢nim i kombinovanim standardnim hemioterapeuticima
za leenje mCRC in vitro uz korelaciju sa odgovorom ¢elija na primenjenu terapiju. MiRNK hsa-
miR-93-5p koja je pokazala najstabilniji odgovor na primenjene hemioterapeutske lekove je dalje
izuCavana u okviru prospektivne klinicke studije kako bi se ispitao njen translacioni potencijal kao
prediktivnog i prognostickog biomarkera za pacijente sa CRLM. Takode, ova miRNK je i
funkcionalno okarakterisana nizom testova koji su ispitali uticaj njene izmenjene ekspresije na
vijabilnost, ¢elijsku smrt, ¢elijski ciklus, migraciju, angiogenezu i rezistenciju na terapiju in vitro,
kao i njen uticaj na rast tumora in vivo.

5.1. Insilico analiza

Bioinformati¢ke predikcije ukazuju da miRNK sisara mogu da reguliSu 30% svih protein-
kodiraju¢ih gena [112], tako su i ¢lanovi kanonskog TGFf signalnog puta direktno regulisani preko
miRNK. Buduc¢i da je TGFp signalizacija povezana sa odgovorom na terapiju, pretpostavljeno je da
se miRNK koje regulisu TGFp signalni put mogu Koristiti za pracenje terapijskog odgovora kod
mCRC. Za identifikaciju miRNK molekula koji regulisu 10 ¢lanova kanonskog TGFf signalnog
puta, pretrazen je modul miRWalk2.0 baze podataka koji sadrzi informacije o eksperimentalno
potvrdenim interakcijama miRNK sa iRNK. Identifikovano je ukupno 316 jedinstvenih miRNK
koje reguliSu ¢lanove kanonskog TGFp signalnog puta, 1 utvrdeno je da je svaki ¢lan kanonskog
TGFp signalnog puta regulisan sa najmanje tri miRNK. Od 10 analiziranih gena, TGFBR2 je
regulisan sa najve¢im brojem miRNK (ukupno 101), §to naglasava slozenost mreze i interakcija
¢lanova TGFP signalnog puta i miRNK. Potvrdujuéi prethodna otkrica, primeceno je da
pojedina¢na miRNK moze regulisati nekoliko ¢lanova TGFp signalnog puta [184]. Molekulima
miRNK koje reguli$u najveci broj ¢lanova kanonskog TGFp signalnog puta pripadaju hsa-miR-17-
5p i hsa-miR-93-5p koje reguli$u po 5 ¢lanova, dok grupa miRNK koja ukljucuje hsa-miR-106b-5p,
hsa-miR-130a-3p, hsa-miR-18a-5p, hsa-miR-204-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-21-5p i hsa-miR-
92a-3p regulisu po 4 ¢lana kanonskog TGFp signalnog puta. Zanimljivo je da miRNK u ove dve
grupe (sa izuzetkom hsa-miR-130a-3p, hsa-miR-204-5p i hsa-miR-21-5p) pripadaju miR-106b-
25/miR-17-92 paralognim klasterima koji su povezani sa TGFp signalnim putem u
gastrointestinalnim i drugim tumorima [200-202]. Za dalju analizu u ovoj studiji su odabrane hsa-
miR-17-5p i hsa-miR-93-5p, zato $to ove miRNK reguliSu najvise ¢lanova TGFp signalnog puta
(po 5 ¢lanova), pa se o¢ekuje da promene u ovim miRNK imaju najveéi uticaj na ukupnu aktivnost
TGFp signalnog puta. Dodatno, iz grupe miRNK koje reguliSu po 4 ¢lana TGFp signalnog puta, u
analizu je ukljucena i hsa-miR-21-5p jer je ova miRNK najvise proucavana u CRC. Dodatni razlog
za odabir ove tri miRNK je $to je nekoliko studija pokazalo njihovu udruzenu povisenu ekspresiju u
CRC, u poredenju sa normalnom kolorektalnom sluznicom, §to ukazuje na potencijalnu ulogu ove
tri miIRNK u CRC [203-206].
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5.2. Odgovor odabranih miRNK na hemioterapiju za le€enje mCRC in vitro i korelacija
sa Celijskim odgovorom

CRC je izuzetno heterogena bolest, kako sa molekularnog, tako i sa klinickog aspekta. Medutim,
pokazano je da se svi CRC tumori mogu klasifikovati u 4 konsenzusna molekularna podtipa (eng.
Consensus Molecular Subtype, CMS) CMS1-4, pri ¢emu se svaki podtip razlikuje po specificnoj
biologiji i genskoj ekspresiji. Tako podtip CMS1 odlikuje MSI, imunogenost i hipermutagenost,
podtip CMS2 se naziva kanonski i karakteriSe ga epitelna genska ekspresija i izrazena WNT i MYC
signalizacija, podtip CMS3 je takode epitelni sa prisutnom metabolickom deregulacijom, dok je
podtip CMS4 mezenhimalni sa izrazitom aktivacijom TGFp signalnog puta, stromalnom invazijom
i angiogenezom [207]. Celijske linije poreklom od humanih karcinoma su najéesce koris¢eni modeli
za in vitro proucavanje biologije tumora i testiranja hipoteza kako bi se poboljsala efikasnost
tretmana za leCenje pacijenata. U cilju proucavanja uticaja hemioterapije za leGenje mMCRC na
ekspresiju odabranih miRNK, u in vitro eksperimentima u ovoj studiji je koris¢ena humana
metastatska Celijska linija adenokarcinoma kolona SW620 poreklom od metastaze u mezentericnom
limfnom ¢voru pacijenta sa Duke C stadijumom CRC [208], i nemaligna ¢elijska linija epitela
kolona HCEC. Celijske linije CRC su takode molekularno profilirane i kategorisane u CMS
podtipove koje verno odlikavaju i rekapituliraju karakteristike CRC [209,210]. Tako je pokazano da
¢elijska linijja SW620 pripada mezenhimalnom podtipu CMS4 [209]. Kako bi se evaluirao odgovor
odabranih miRNK na tretman hemioterapeuticima, krajnji odgovor ¢elija na ove tretmane je takode
odreden. Na taj nacin je dobijen uvid kako pomenuti hemioterapeutici deluju na ¢elijsku vijabilnost,
smrt i ekspresiju gena EMT za koje je pokazano da su povezani sa odgovorom i rezistencijom na
hemioterapiju [211].

Ovo je prva studija koja je istrazila efekte 5-FU, oksaliplatina, irinotekana i njihovih kombinacija
FOX i FIRI na vremenski profil ekspresije hsa-miR-17-5p, hsa-miR-93-5p i hsa-miR-21-5p u
¢elijskoj liniji poreklom od MCRC. Profili ekspresije odabranih miRNK koje regulisu TGFf
signalni put su bili izmenjeni nakon 72 h izloZenosti pojedinacnim i kombinovanih
hemioterapeuticima za leCenje mCRC u SW620g celijama. Vremenska tacka od 72 h je izabrana
kao najéesc¢a duzina trajanja tretmana hemioterapeutskih lekova u literaturnim podacima, s obzirom
da je pokazano da ¢e pomenuti lekovi ispoljiti svoje dejstvo do 72 h. Za razliku od ove studije gde
je ekspresija hsa-miR-17-5p i hsa-miR-93-5p bila stabilna nakon 24 h tretmana, Zhou i saradnici su
pokazali da je ekspresija miR-17 i miR-93 bila snizena nakon 24 h tretmana sa 10 mM 5-FU, kao i
ekspresija miR-93 nakon 4,25 mM tretmana oksaliplatinom u HCT-8 ¢elijama CRC [156]. lako 5-
FU, oksaliplatin 1 irinotekan imaju razli¢ite nacine delovanja (inhibicija timidilat sintaze, indukcija
ostecenja DNK i inhibicija topoizomeraze |, respektivno) [28], efekat nabrojanih tretmana na
odabranu miRNK je bio slican.

Kako bi se ispitalo da li je modulatorni efekat hemioterapeutskih lekova na odabrane miRNK
tranzijentan ili stabilan, ekspresija odabranih miRNK je izmerena 24, 72 i 144 h nakon tretmana sa
kombinovanim rezimima FOX i FIRI, s obzirom da su odabrane miRNK pokazale slican obrazac
ekspresije nakon tretmana sa pojedina¢nim ili kombinovanim hemioterapeuticima, i zato §to su
kombinovani tretmani klinicki relevantniji. Nakon 144 h od tretmana, ekspresija hsa-miR-93-5p i
hsa-miR-17-5p je i dalje bila smanjena usled FOX i FIRI tretmana. lako je relativna ekspresija hsa-
miR-93-5p i hsa-miR-17-5p pod FOX tretmanom bila sli¢na, nije uocena statisticki znacajna razlika
za nivo ekspresije hsa-miR-17-5p. Na osnovu toga se moze predloziti da su hsa-miR-93-5p i hsa-
miR-17-5p vredni daljeg testiranja kao potencijalni kandidati za prac¢enje odgovora na terapiju
hemioterapeutskim agensima kod mCRC. Zapravo, postoji sve viSe dokaza koji impliciraju da

66



modifikacije profila ekspresije miRNK mogu da predvide uspeh hemioterapije zasnovane na 5-FU-,
oksaliplatinu i irinotekanu kod pacijanata sa CRC [154,212].

U pomenutom eksperimentu celije su gajene 144 h, zbog Cega je provereno da li celijska
konfluentnost ima uticaj na tranzijentne promene u ekspresiji miRNK, ¢ak iako je gustina zasejanih
SW620g celija prethodno optimizovana tako da do 144 h ne dostignu potpunu konfluentnost.
Poredenjem srednjih vrednosti triplikata Ct vrednosti za kontrolne tretmane nakon 24, 72 i 144 h za
sve 3 testirane miRNK 1 endogenu kontrolu RNU6B, uoceno je da je standardna devijacija bila u
opsegu od 0,068 do 0,597 ciklusa (rezultati nisu prikazani), na osnovu ¢ega je potvrdeno da nije
postojao uticaj konfluentnosti ¢elija na ekspresiju testiranin miRNK.

U ovoj studiji, ekspresija onkogene hsa-miR-21-5p u ¢elijskoj liniji SW620g je bila povisena 72 h
nakon svih testiranih tretmana, dok je nakon 144 h njena ekspresija bila snizena blizu bazalnog
nivoa. Druge studije su takode ukazale na poviSenu ekspresiju miR-21-5p kao odgovor na 5-FU
[155]. Medutim, suprotno rezultatima prikazanim u ovoj studiji, koris¢enjem dva CRC klona
(C22.20 izveden iz linije HT-29 i klon HC.21 izveden iz linije HCT-116), Rossi i saradnici su
pokazali da je ekspresija miR-21 bila poviSena 144 h nakon tretmana sa 10 mM 5-FU [155].
Prilikom uporedivanja rezultata ovih studija treba imati na umu kori§éenje razlicitih ¢elijskih linija
CRC (nastalih od primarnog tumora naspram metastatskog mesta), razli¢ite koncentracije
primenjenih lekova, pojedinacni naspram kombinovanih tretmana i razli¢ito vreme izlaganja céelija
datom leku.

Povisena ekspresija hsa-miR-21-5p u odgovoru na 5-FU, oksaliplatin i irinotekan, naizgled nije u
skladu sa anti-tumorskim svojstvima ovih lekova. Medutim, povisena ekspresija nekoliko
onkogenih miRNK, uklju¢ujuci hsa-miR-21-5p, kao odgovor na hemioterapeutske lekove, povezana
je sa adaptacijom c¢elija karcinoma na hemioterapiju [213]. StaviSe, pokazano je da sniZena
ekspresija hsa-miR-21-5p povecava osetljivost na 5-FU, oksaliplatin i irinotekan [214,215]. Pored
toga, utvrdeno je da je hsa-miR-21-5p prekomerno eksprimirana u CRC ¢elijama rezistentnim na 5-
FU [216].

Prethodne studije su ukazale na ulogu TGF signalnog puta u rezistenciji na lekove kod CRC [107-
109], dok modulacija ovog signalnog puta pomoc¢u miRNK moze biti izuzetno vazna u kontekstu
odgovora na terapiju. Kao §to je pokazano pri in silico analizi, odabrani ciljni geni miRNK u okviru
TGEFp signalnog puta se preklapaju. Konkretno, hsa-miR-17-5p regulise TGFB1, TGFBR2, SMAD3,
SMAD4 i SMADG, hsa-miR-93-5p regulise TGFB1, TGFBR2, SMAD4, SMAD6 i SMAD7, a hsa-
miR-21-5p regulise gene TGFB1, TGFB2, TGFBR2 i SMAD?7. Pored toga, medu odabranim ciljnim
genima miRNK, neki su pozitivni, a neki su negativni regulatori TGFP signalnog puta. Zbog finog
nacina regulacije pomocu miRNK, i brojnih interakcija miRNK i TGFp signalnog puta sa raznim
drugim molekulima, zakljuceno je da bi za ispitivanje uticaja kombinovanih reZima za lecenje
mCRC na aktivaciju TGFf signalnog puta, analiziranjem nivoa ekspresije jednog od glavnih
nishodnih gena TGFP signalizacije PAI-1, bilo informativnije umesto merenja ekspresije
pojedinacnih gena koje ove miRNK reguliSu. U ovoj studiji je pokazano da su i FOX 1 FIRI
tretmani brzo (nakon 24 h) indukovali aktivaciju TGFP signalnog puta. Ovaj efekat je bio joS
izrazeniji nakon 72 h od tretmana FOX-om, dok je nakon 144 h, ekspresija PAI-1 potpuno vracena
na bazalni nivo. Romano i saradnici su pokazali da 5-FU moze da aktivira TGFp signalni put i
transkripciju ACVRL1, FN1 i TGFB1 u c¢elijama kolorektalnog karcinoma rezistentnim na lekove
[109]. U skladu sa rezultatima prikazanim u ovoj studiji, nedavna publikacija je pokazala da je
ekspresija PAI-1 bila povisena u biopsijama CRC tkiva nakon primene 5-FU hemioterapije [217].
Takode, Robinson 1 saradnici su ustanovili poviSenu ekspresiju PAI-1 u jetri miSeva koji su imali
CRLM, a bili su tretirani FOLFOX-om, u poredenju sa kontrolnim misevima [218].
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PoviSena ekspresija hsa-miR-21-5p indukovana sa TGFp ve¢ je prime¢ena kod CRC [219]. lako
SW620g celije koris¢ene u ovim eksperimentima nisu bile tretirane sa TGF[3 kako bi se indukovala
TGFp signalizacija kao u slucaju gorepomenute studije, ve¢ hemioterapijskim lekovima, primeéena
je povisena ckspresija PAI-1 koja ukazuje na aktivaciju TGFP signalnog puta i istovremeno
povisena ekspresija hsa-miR-21-5p. Medutim, ostaje nerazjasnjeno da li je povisSena ekspresija hsa-
miR-21-5p direktna posledica aktivacije TGFP signalnog puta, hemioterapeutskog tretmana ili
nekog drugog mehanizma.

U ovoj studiji je pokazano da je ekspresija odabranih miRNK koje reguliSu TGF signalni put bila
stabilna 24 h nakon tretmana, dok je njihova ekspresija bila izmenjena nakon 72 h. Na osnovu ovog
nalaza se moze zakljuéiti da uoCena brza aktivacija TGFP signalnog puta nije posredovana
odabranim miRNK. Zatim je pretpostavljeno da bi povisena ckspresija PAI-1 nakon 72 h u
poredenju sa 24 h nakon tretmana sa FOX-om mogla biti povezana sa ukupnom promenom u
ekspresiji miRNK povezanih sa TGFf signalnim putem, s obzirom da je uoc¢ena njihova promena u
ekspresiji nakon 72 h u odnosu na 24 h. Kako bi se to ispitalo, izvrSena je analiza viSestruke
regresije. Medutim, nije uocena statisticki znac¢ajna povezanost, §to znaci da su u aktivaciju TGFf
signalnog puta verovatno ukljuceni neki drugi mehanizmi. Kako bi se brzo odgovorilo na izmenjene
sredinske uslove kao Sto je delovanje citotoksi¢nih lekova, u aktivaciji TGF signalnog puta bi
mogli biti ukljuceni drugi epigeneticki mehanizmi, poput remodelovanja hromatina i aktivacije
promotora ciljnih gena Cija ¢e ekspresija za posledicu aktivirati oslobadanje TGFf. Takode, kao §to
je prethodno napomenuto, i drugi molekuli poput Aktivin i Nodal proteina mogu se vezati za TGFf
receptore i tako aktivirati TGFf signalni put.

Efekti citotoksiénih hemioterapeutskih lekova na krajni bioloski odgovor ¢elija je ispitan analizom
Celijske smrti po tipu apoptoze i merenjem ekspresije markera EMT. U skladu sa prethodnim
nalazima, pokazano je da su testirani hemioterapeutski lekovi povecali procenat apoptoti¢nih ¢elija
[220-222]. Tretmani irinotekanom i FIRI-jem su imali najizrazajniji efekat na apoptozu SW620g
¢elija. Ranije je pokazano da je irinotekan snazniji aktivator apoptoze od oksaliplatina [222]. Druga
studija je pokazala da kombinacija folne kiseline i FOX-a indukuje apoptotsku celijsku smrt
efikasnije od kombinacije folne kiseline i FIRI tretmana u CRC ¢elijama HT-29 i LoVo [221].

Nedavno objavljena studija je pokazala da se SW620 celije sastoje iz tri razli¢ite subpopulacije
¢elija koje ¢ine epitelne cCelije (visoka ekspresija CDH1, niska ekspresija VIM), hibridno epitelno-
mezenhimalne c¢elije (visoka ekspresija i CDHL1 i VIM) i dominantno mezenhimalne ¢elije (niska
ekspresija CDH1, visoka ekspresija VIM) [223] koje doprinose mezenhimalnom fenotipu ovih ¢elija
[224]. Skor EMT (odnos ekspresije CDH1/VIM) je iskoris¢en za procenu EMT statusa u ¢elijskoj
liniji SW620g. Pokazalo se da je odnos CDH1/VIM najpodobniji da se okarakteri$u razli¢ita stanja
EMT [223]. Takode, EMT skor je prethodno koriséen za ispitivanje odgovora na terapiju kod CRC
[225]. U ovoj studiji je pokazano da kombinovani hemioterapeutski tretmani FOX i FIRI deluju na
SW620s celije tako Sto dovode do blagog smanjenja mezenhimalnih karakteristika 72 h nakon
tretmana, usled izrazenijeg povecanja CDH1 u odnosu na VIM. Medutim, 144 h nakon tretmana
ovaj efekat vise nije bio uocljiv, jer su se nivoi CDH1 i VIM vratili na bazalnu ekspresiju. Indukcija
EMT 1 posledicno mezenhimalnog fenotipa je povezana sa hemiorezistencijom [211]. Takode,
SW620 celije pripadaju CMS tipu 4, koji je mezenhimalni i karakteriSe ga najlosija prognoza [226].
Na osnovu svega navedenog se moze zakljuciti da su SW620g Celije inicijalno pokazale relativno
dobar odgovor na tretman hemioterapeuticima za leenje mCRC 72 h nakon tretmana. Medutim,
144 h nakon tretmana obrazac ekspresije gena uklju¢enih u EMT ukazuje na povratak na bazalno
mezenhimalno stanje. Zanimljivo je da je ekspresija hsa-miR-93-5p i hsa-miR-17-5p za isto vreme
ostala snizena pod kombinovanim hemioterapeutskim tretmanima FOX i FIRI, ili samo pod FIRI
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stanje 144 h nakon tretmana nakon inicijalnog relativno dobrog odgovora na tretman
hemioterapeuticima za leCenje mCRC, a da je ekspresija hsa-miR-93-5p i hsa-miR-17-5p za to
vreme dugoro¢no ostala snizena pod kombinovanim hemioterapeutskim tretmanima, ekspresija hsa-
miR-93-5p i hsa-miR-17-5p se moZe smatrati kandidatima vrednim daljeg testiranja kao biomarkera
odgovora na terapiju kod mCRC pacijenata tretiranih sa FOX i FIRI rezimima, ili samo sa FIRI
rezimom, respektivno. S obzirom da je jedino hsa-miR-93-5p pokazala najstabilniji odgovor na oba
kombinovana rezima, ova miRNK je izabrana za analizu u klinickoj studiji koja ukljucuje ispitanike
sa CRLM i njenu dalju funkcionalnu karakterizaciju u in vitro i in vivo eksperimentima.

Poslednjih 15 godina u klinici se sve ceS¢e koriste ciljani molekularno-bioloski agensi (poput
bevacizumaba) u kombinaciji sa sistemskom hemioterapijom [17]. Da bi se proucili efekti
sistemske (FOX), ciljane (bevacizumab) i kombinovane terapije (FOX + bevacizumab) koja se
koristi za lecenje mCRC, ispitana je vijabilnost neizmenjenih i1 metastatskih ¢elija CRC, kao 1
ekspresija hsa-miR-93-5p nakon ovih tretmana in vitro. Ocekivano, tretman FOX-om je smanjio
vijabilnost SW620g i HCEC-1CT celija. Tretman bevacizumabom i kombinacija FOX -+
bevacizumab je dozno-zavisno smanjila vijabilnost HCEC-1CT ¢elija, dok je samo najvisa ispitana
koncentracija bevacizumaba u kombinaciji sa FOX-om znafajno smanjila vijabilnost SW620s
¢elija. Vuleti¢ i1 saradnici su pokazali da je tretman 25 i 50 pg/mL bevacizumabom znacajno
smanjio vijabilnost SW620 c¢elija na priblizno 90% [227], dok rezultati prikazani u ovoj studiji ne
ukazuju na citotoksi¢ne efekte bevacizumaba ni pri koncentraciji od 250 pg/mL. Druga studija je
pokazala da je tretman 250 mg/mL bevacizumabom povecao vijabilnost SW620 ¢elija, medutim, te
¢elije su gajane u hipoksi¢nim (1% O2) uslovima sa sniZzenim procentom seruma u medijumu (1%
FBS) [228]. Uopsteno, HCEC-1CT ¢elije su bile osetljivije na testirane lekove u poredenju sa
SW620sg ¢elijama. Nije neuobicajeno da anti-tumorski lekovi ubijaju normalne celije, jer je poznato
da 5-FU deluje tako $to ometa sintezu DNK i RNK i u normalnim, i u tumorskim ¢elijama [229].
lako ne postoje literaturni podaci o vijabilnosti HCEC-1CT c¢elija nakon tretmana sa 5-FU,
oksaliplatinom i bevacizumabom, pokazano je da 5-FU ima snaZan citotoksi¢ni efekat na CCD112
¢elije, ¢elijsku liniju takode poreklom od neizmenjenog epitela kolona [230].

Rezultati su pokazali da je ekspresija hsa-miR-93-5p bila visa u ¢elijama SW620s u poredenju sa
neizmenjenim Celijama epitela kolona HCEC-1CT. Nasuprot ovim nalazima, Tang i saradnici su
primetili nizu ekspresiju hsa-miR-93-5p u SW620 ¢elijama, ali u poredenju sa srednjom vredno$céu
nivoa ekspresije hsa-miR-93-5p u normalnoj sluzokozi debelog creva kod 45 ispitanika [231].

Literaturni podaci su pokazali da ciljani terapeutski agens bevacizumab uti¢e na ekspresiju hsa-
miR-93-5p kod karcinoma pluca i karcinoma dojke. Naime, bevacizumab u koncentraciji 50 pg/mL
je nakon 72 h uticao na povecanje ekspresije hsa-miR-93-5p za priblizno 2,4 puta kod Ccelija
karcinoma plu¢a NCI-H460 [232], dok je ekspresija hsa-miR-93-5p bila snizena za priblizno 30%
kod pacijenata sa karcinomom dojke koje su primale bevacizumab [233]. Efekat ciljanog
terapeutskog sredstva bevacizumaba na ekspresiju hsa-miR-93-5p jos uvek nije proucavan na in
vitro modelu mCRC. U ovoj studiji je pokazano da tretman 250 pg/mL bevacizumabom, ili
bevacizumab u kombinaciji sa FOX-om ne uti¢u na ekspresiju hsa-miR-93-5p u SW620g celijama.
U ovom eksperimentu je pokazano da je ekspresija hsa-miR-93-5p nakon tretmana FOX-om bila
stabilna, $to je u suprotnosti sa prethodno prikazanim rezultatima gde je ekspresija hsa-miR-93-5p
bila snizena nakon 72 h tretmana sa FOX-om, u istoj ¢elijskoj liniji [234]. Jedina razlika u postavci
ova dva eksperimenta je bilo koriS¢enje razli¢itih endogenih kontrola, RNU6B je kori$¢ena u prvom
eksperimentu, dok je u drugom koris¢ena hsa-miR-16-5p. Bitno je ista¢i da je za obe endogene
kontrole pokazano da imaju stabilnu ekspresiju i koris¢ene su ranije u SW620 celijama za
normalizaciju ekspresije miRNK [235,236]. Kao i u SW620s celijama, bevacizumab nije pokazao
uticaj na ekspresiju hsa-miR-93-5p u HCEC-1CT ¢elijama.
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5.3. Klini¢ki znacaj nivoa ekspresije hsa-miR-93-5p u mCRC

5.3.1. Ekspresija hsa-miR-93-5p u tumorskom tkivu i serumu ispitanika sa CRLM

Kako bi se ispitao klini¢ki znacaj hsa-miR-93-5p u mCRC, ekspresija hsa-miR-93-5p je analizirana
kod 35 ispitanika sa CRLM pri ¢emu je prikupljeni bioloski materijal bio u vidu tkiva (CRLM i
okolno netumorsko tkivo jetre) i seruma svakog od njih. Relativna ekspresija hsa-miR-93-5p je bila
znacajno viSa u CRLM u poredenju sa nemetastatskim tkivom jetre. Za interpretaciju ovog rezultata
potrebno je uporediti ekspresiju hsa-miR-93-5p izmedu neizmenjenog tkiva debelog creva i
neizmenjenog tkiva jetre [237]. Pokazano je da je ekspresija hsa-miR-93-5p visa u neizmenjenom
tkivu debelog creva u poredenju sa neizmenjenim tkivom jetre [238], stoga se moze zakljuciti da
merenjem ekspresije hsa-miR-93-5p u CRLM i okolnom neizmenjenom tkivu jetre nisu dobijeni
novi podaci o ulozi hsa-miR-93-5p u metastatskom procesu. Druga studija je takode pokazala
povisen nivo hsa-miR-93-5p u CRLM, ali u odnosu na neizmenjeno tkivo debelog creva [239]. U
ovom radu je analizirana i povezanost ekspresije hsa-miR-93-5p u CRLM i serumu sa klinicko-
patoloskim karakteristikama ispitanika sa CRLM, ali ona nije pronadena. Medutim, literaturni
podaci ukazuju da snizena ekspresija miR-93 znacajno korelira sa uznapredovalim stadijumom
tumora, i nodalnim i udaljenim metastazama [240], ali i sa slabijom diferencijacijom tumora,
prisustvom limfnih metastaza i viSim TNM i Duke stadijumima, medutim samo kod ispitanika sa
primarnim CRC [241].

MiRNK se oslobadaju iz ¢elija u telesne te¢nosti, i moguce ih je detektovati kao stabilne cirkuliSuce
molekule u krvi [242]. Brojne studije su istakle vaznost cirkuliSsu¢ih miRNK kao obecavajucih
neinvazivnih biomarkera za ranu detekciju, prognozu bolesti i odabir terapije kod pacijenata sa
CRC [175]. Do sada je ograni¢eni broj studija analizirao korelaciju ekspresije miRNK u CRLM i
serumu kod istih pacijenata [243], iako bi ovaj pristup mogao ukazati da li su promene u obrascima
ekspresije cirkulisu¢ih miRNK poreklom iz tumorske mase ili nekog drugog izvora [244]. Kako bi
se ovo ispitalo, nivoi hsa-miR-93-5p u CRLM su korelirani sa ekspresijom ove miRNK u serumu,
medutim, znacajna korelacija nije pronadena. CEA i CA 19-9 su ustanovljeni tumorski markeri za
otkrivanje recidiva bolesti, dok kombinacija ovih tumorskih markera sa miRNK molekulima moze
poboljsati diskriminaciju pacijenata koji ¢e imati povoljan ili nepovoljan ishod bolesti [242]. Stoga,
ekspresija hsa-miR-93-5p u CRLM i serumu je analizirana na prisustvo korelacija sa tumorskim
markerima, pri ¢emu je primecena samo umerena negativna korelacija izmedu ekspresije hsa-miR-
93-5p u CRLM i nivoa CEA. Dalja istrazivanja bi trebalo da razjasne potencijalnu korist
kombinovanja standardnih tumorskih markera, kao $to je CEA, sa hsa-miR-93-5p za bolju procenu
prognoze bolesti kod pacijenata sa CRLM.

5.3.2. Translacioni potencijal hsa-miR-93-5p kao prediktivhog biomarkera kod
ispitanika sa CRLM

MiRNK poreklom iz tkiva i krvi su predloZene kao obecavajué¢i biomarkeri za predikciju odgovora
na sistemsku i ciljanu terapiju kod pacijenata sa CRC [245]. In vitro rezultati prikazani u nasoj
studiji su pokazali da je ekspresija hsa-miR-93-5p bila dugoro¢no snizena nakon kombinovanih
tretmana 5-FU + oksaliplatin, i 5-FU + irinotekan u SW620g ¢elijama [234]. Stoga je ispitano da li
je ekspresija hsa-miR-93-5p u CRLM i serumu izmenjena kod ispitanika koji su primali
neoadjuvantnu hemioterapiju zasnovanu na 5-FU u odnosu na one koji nisu primali neoadjuvantnu
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hemioterapiju. Budu¢i da nije primetena znaCajna razlika u ekspresiji hsa-miR-93-5p nakon
neoadjuvantne hemioterapije, moze se zakljuciti da neoadjuvantna hemioterapija zasnovana na 5-
FU ne uti¢e na ekspresiju hsa-miR-93-5p u CRLM i u serumu kod ispitanika sa CRLM. Zatim je
ispitana prediktivna vrednost hsa-miR-93-5p kod ispitanika sa CRLM. Medutim, nije primecena
znacajna povezanost izmedu visoke/niske ekspresije hsa-miR-93-5p u CRLM ili serumu izmedu
ispitanika koji su pokazali odgovor na terapiju i onih koji nisu. Ovaj nalaz je u skladu sa studijom
Rasmussena i1 saradnika koja je obuhvatila ispitanike sa mCRC koji su kao prvu liniju lecenja
primali XELOX/FOLFOX [246]. Ovi rezultati idu u prilog tome da hsa-miR-93-5p nema
prediktivnu vrednost kod pacijenata sa CRLM leCenim hemioterapijom zasnovanom na 5-FU ili
oksaliplatinu.

5.3.3.  Translacioni potencijal hsa-miR-93-5p kao prognostickog biomarkera kod
ispitanika sa CRLM

MiRNK su takode povezane sa prognozom i recidivom bolesti kod pacijenata sa CRC [245,247].
Snizena ekspresija hsa-miR-93-5p je prethodno povezana sa ranim recidivom i losijim ukupnim
prezivljavanjem i prezivljavanjem bez bolesti kod pacijenata sa CRC [241,248,249]. Kaplan-Meier-
ova analiza je pokazala da nije bilo razlika u jednogodiSnjem prezivljavanju bez recidiva kod
ispitanika sa visokom ekspresijom hsa-miR-93-5p u CRLM ili u serumu u odnosu na ispitanike sa
niskom ekspresijom hsa-miR-93-5p, medutim, visoki nivoi hsa-miR-93-5p u serumu bili su
znaajno povezani sa recidivom bolesti kod ispitanika sa CRLM. Stoga se zakljuCuje da se
serumska ekspresija hsa-miR-93-5p potencijalno mozZe koristiti kao prognosti¢ki faktor za ranu
detekciju recidiva bolesti, ali ne i za procenu prezivljavanja bez recidiva bolesti. Za procenu
potencijalne uloge hsa-miR-93-5p u detekciji kasnog recidiva, bilo bi neophodno pratiti ispitanike
duze od jedne godine.

5.4. Funkcionalna karakterizacija hsa-miR-93-5p u CRC

5.4.1. Ekspresija hsa-miR-93-5p u ¢elijskim linijama CRC

Kako bi se funkcionalno okarakterisala hsa-miR-93-5p u procesima relevantnim za kolorektalnu
karcinogenezu i odgovor na terapiju in vitro i in vivo, ekspresija hsa-miR-93-5p je najpre odredena
u neizmenjenim celijama kolona i nekoliko ¢elijskih linija CRC. Uoceno je da je ekspresija hsa-
miR-93-5p bila niza u svim celijskim linijjama CRC, osim u HCT116 ¢elijama koje su imale
priblizno istu ekspresiju kao i neizmenjene Celije kolona HCEC. Bitno je napomenuti da je
ekspresija hsa-miR-93-5p bila najniza upravo u celijskoj liniji mCRC SW620e. Ovde se uocava
diskrepanca u odnosu na prethodne rezultate ekspresije hsa-miR-93-5p. Naime, prethodno je
pokazano da je ekspresija hsa-miR-93-5p bila visa u SW620s u odnosu na HCEC-1CT ¢elije, a u
ovom eksperimentu da je ekspresija hsa-miR-93-5p niza u SW620e u odnosu na HCEC celije.
Potencijalni razlog ovog nalaza moze biti detekcija hsa-miR-93-5p u metastatskim i neizmenjenim
¢elijama kolona poreklom iz razli¢itih laboratorija, i razli¢itog uslova gajenja HCEC-1CT i HCEC
¢elija.

Za dalju funkcionalnu karakterizaciju hsa-miR-93-5p su odabrane celijske linije sa najnizom i
najvisom ekspresijom hsa-miR-93-5p, odnosno HCT116 i SW620¢ ¢elije, respektivno. Studija Tang
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i saradnika je takode pokazala snizenu ekspresiju hsa-miR-93-5p u celijskim linijama CRC,
medutim u toj studiji, kao kalibrator je koriS¢ena normalna mukoza kolona poreklom od 45
ispitanika [231]. Suprotno rezultatima prikazanim u ovoj studiji, Tang i saradnici su pokazali da je
ekspresija hsa-miR-93-5p bila slicna u HCT116 i SW620 ¢elijama, dok su SW480 ¢elije imale
nesto visu ekspresiju hsa-miR-93-5p.

5.4.2. Uloga hsa-miR-93-5p u rezistenciji na 5-FU

Ekspresija miRNK je ¢esto izmenjena u rezistentnim tumorskim ¢elijama [250]. MiRNK hsa-miR-
93-5p je povezana sa rezistencijom na hemioterapeutske lekove u nekoliko tipova tumora,
ukljucuju¢i CRC. Naime, poviSena ekspresija hsa-miR-93-5p uocena je u ¢elijama karcinoma dojke
MCEF-7 rezistentnim na doksorubicin [251], dok je snizena ekspresija hsa-miR-93-5p primecena u
¢elijama karcinoma dojke Bats-72 1 Bads-200 rezistentnim na paklitaksel u poredenju sa
parentalnom ¢elijskom linijom BCap-37 [252], i u ¢elijama karcinoma dojke MCF-7 rezistentnim
na adriamicin [253]. Povisena ekspresija hsa-miR-93-5p uocena je i u ¢elijskim linijama karcinoma
jajnika A2780 [254], OVCARS3 i SKOV3 [255] rezistentnim na cisplatinu, u odnosu na njihove
originalne Celijske linije. Takode, u grupi nefibroznih tkiva prolaktinoma (jednom od podtipova
tumora hipofize) rezistentnim na bromokriptin, detektovana je poviSena ekspresija hsa-miR-93-5p,
u odnosu na grupu senzitivnu na bromokriptin [256]. U éelijskoj liniji karcinoma pankreasa Bxpc-3
rezistentnoj na gemcitabin je takode detektovana povisena ekspresija hsa-miR-93-5p, u poredenju
sa parentalnim ¢elijama [257]. U CRC, ekspresija hsa-miR-93-5p je bila povisena u ¢elijama HCT-
8/vinkristin, koje su okarakterisane kao celije koje su rezistentne na vise lekova, u odnosu na
izvorne HCT-8 ¢elije [258].

Tokom protekle decenije pokazano je da miRNK nemaju samo izmenjenu ekspresiju pri
hemiorezistenciji, ve¢ imaju vaznu ulogu u samoj regulaciji rezistencije na lekove, ukljucujuéi 5-FU
[250]. Mehanizmi kojima miRNK uti¢u na rezistenciju ili senzitivnost na 5-FU ukljucuju regulaciju
klju¢nih molekularnih signalnih puteva povezanih sa CRC ukljucujuc¢i PI3K/AKT i Wnt/B-katenin
signalne puteve, regulaciju enzima koji ucestvuju u metabolizmu 5-FU poput timidilat sintaze i
dihidropirimidin dehidrogenaze, zatim metabolizam glukoze, regulaciju aktivnosti transportera koji
sadrZze ATP-vezujucu kasetu, regulaciju mehanizama za popravku oste¢enja DNK, kao 1 regulaciju
autofagije, apoptoze i proliferacije mati¢nih Celija karcinoma [259].

U ovoj studiji je ispitana uloga hsa-miR-93-5p u rezistenciji na 5-FU. Najpre je bilo potrebno
odrediti 1Cso vrednost 5-FU u koris¢enim SW620e i HCT116 c¢elijama. Poznato je da su SW620
¢elije tolerantnije na 5-FU u poredenju sa drugim CRC ¢elijskim linijama poput SW480, HCT116,
HCT15, HCT8, HT-29 i LOVO ¢éelija [260]. Sirok opseg ICso vrednosti 5-FU je prijavljen za
SW620 celije, od samo 0,5 uM [261], preko 8-25 pM [262-265] do 100 uM [266,267]. U
eksperimentu odredivanja ICso vrednosti 5-FU, ICsg vrednost 5-FU kod SW620k ¢elija je iznosila
126,27 pM, dok je ICso vrednost 5-FU kod HCTI116 ¢elija bila 15,96 uM. Uocena izrazita
senzitivnost na 5-FU kod HCT116 c¢elija u odnosu na SW620e celije je u skladu sa prethodno
objavljenim rezultatima, gde je pokazano da su HCT116 ¢elije bile najosetljivije na 5-FU, a SW620
¢elije najotpornije od svih testiranih Celijskih linija CRC [260]. Dobijena 1Cso vrednost 5-FU kod
SW620k ¢elija je visa u poredenju sa literaturnim podacima, medutim treba napomenuti da se ove
studije znacajno razlikuju u trajanju primene leka (od 24 h do 120 h) i tipu testa koji se koristi za
merenje vijabilnosti ¢elija (MTT, Kit za brojanje ¢elija-8 i sulforodaminski test).
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Zanimljivo je da je upravo ekspresija hsa-miR-93-5p bila visa u HCT116 c¢elijama koje su
senzitivnije na 5-FU, a niza u SW620e ¢elijama koje su rezistentije na 5-FU. Na osnovu ovih
nalaza, uocava se da hsa-miR-93-5p negativno korelira sa rezistencijom na 5-FU, na osnovu ¢ega je
pretpostavljena uloga hsa-miR-93-5p u hemiorezistenciji kod CRC. Medutim, klini¢ki podaci su
ukazali na suprotno, odnosno nije bila uocena povezanost izmedu ekspresije hsa-miR-93-5p i
odgovora na terapiju kod osoba koje su primale terapiju zasnovanu na 5-FU. Kako bi se nalaz
dobijen sa ispitanicima sa CRLM potvrdio i razjasnila uloga hsa-miR-93-5p u rezistenciji na 5-FU,
ekspresija hsa-miR-93-5p je izmerena u originalnim SW620g celijama (ICso vrednost 5-FU
priblizno oko 196 uM) i SW620g ¢elijama rezistentnim na 5-FU (SW620g 5-FUR) (ICso vrednost
5-FU priblizno oko 351 uM) dobijenim imitirajuci uslove pod kojima ispitanici sa mCRC primaju
hemioterapiju kako bi se dobio klini¢ki relevantan in vitro mCRC model rezistencije na 5-FU.
Ovako dobijene 5-FU rezistentne ¢elije su imale faktor promene rezistencije od 1,8 u poredenju sa
originalnim SW620g ¢elijama, $to se nalazi blizu donje granice za klini¢ki relevantnu rezistenciju sa
opsegom faktora promene od 2-8 [268]. Merenjem ekspresije hsa-miR-93-5p u originalnim i 5-FU-
rezistentnim SW620s Celijama nije uoCena razlika u ekspresiji hsa-miR-93-5p, $to potvrduje
odsustvo uloge hsa-miR-93-5p u hemiorezistenciji na 5-FU. Drugi eksperiment koji je za cilj imao
razjaSnjavanje uloge hsa-miR-93-5p u hemiorezistenciji na 5-FU, je podrazumevao analizu
ekspresije hsa-miR-93-5p u adherentnim ¢elijama (rezistentne na 5-FU) i u plutaju¢im SW620e i
HCT116 Celijama (odlepljene i mrtve Celije) nakon tretmana sa 5-FU. Rezultati su pokazali da nije
bilo razlike u ekspresiji hsa-miR-93-5p u kontrolnim adherentnim i kontrolnim odlepljenim
SW620e i HCT116 c¢elijama. Neocekivano, nije bilo razlike u ekspresiji hsa-miR-93-5p ni u
adherentnim c¢elijama nakon tretmana sa 5-FU, u poredenju sa netretiranim SW620e i HCT116
¢elijama. Moguce objasnjenje zaSto nije detektovana snizena ekspresija hsa-miR-93-5p u
adherentnim SW620g ¢elijama nakon tretmana sa 5-FU je to §to je ovaj eksperiment trajao 48 h, za
razliku od prethodno opisanog eksperimenta gde je detektovana snizena ekspresija hsa-miR-93-5p
nakon 72 h. 1z pomenutog eksperimenta je poznato da se ekspresija hsa-miR-93-5p nakon tretmana
sa 5-FU ne menja nakon 24 h, a da se promena ekspresije hsa-miR-93-5p uocava nakon 72 h, tako
da je moguce da se uoCena promena odvija upravo izmedu 48 h i 72 h, odnosno rezultati
eksperimenta sa adherentnim i plutaju¢im celijama govore u prilog tom objasnjenju. Sa druge
strane, u ova dva eksperimenta je koriS¢ena ista ¢elijska linija SW620, ali poreklom i1z dve razlicite
laboratorije (SW620e i SW620g), gde je bitno napomenuti da je kod odredenih celijskih linija
gajenih u razliitim laboratorijama uoCena izuzetna genomska, transkriptomska 1 proteomska
heterogenost, koja moze uticati na reproducibilnost rezultata [269]. Takode, u prilog heterogenosti
SW620e i SW620s celija ukazuju i razli¢ite 1Cso vrednosti za 5-FU (126,27 uM i 196 uM,
respektivno).

Ekspresija hsa-miR-93-5p u plutaju¢im HCT116 ¢elijama nakon tretmana sa 5-FU je bila visa u
odnosu na kontrolne plutaju¢e Celije. UoCena je i znacajno viSa ekspresija hsa-miR-93-5p
plutaju¢im u odnosu na adherentne HCT116 ¢elije nakon tretmana sa 5-FU. Ovi rezultati potvrduju
da hsa-miR-93-5p nema ulogu u rezistenciji na 5-FU u zivim SW620e i HCT116 ¢elijama, ali i
ukazuju na poviSenu ekspresiju hsa-miR-93-5p u odlepljenim/mrtvim HCT116 ¢elijama nakon
tretmana sa 5-FU, §to potencijalno ukazuje na ulogu hsa-miR-93-5p u procesima odlepljivanja
¢elija od podloge 1 uticaja na Celijsku smrt. Nedavno objavljena studija je pokazala da SW620 celije
proizvode znatan broj odlepljenih ¢elija od podloge, ¢ak 1 pri niskoj gustini zasejavanja, kao 1 da je
do 94% ovih plutajucih ¢elija zivo 1 da imaju sposobnost deobe 1 ponovnog uc¢vrscivanja za podlogu
imitirajuéi, iako izuzetno uproscen, proces metastaziranja [270]. Ova studija je takode pokazala da
postoji 1227 gena koji pokazuju minimalno dvostruku diferencijalnu ekspresiju kod plutajucih
SW620 celija u poredenju sa adherentnim. Medutim, nije identifikovana diferencijalna ekspresija
gena koji kodira za miR-93 izmedu adherentnih i plutaju¢ih SW620 ¢elija, Sto je u skladu sa
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nalazima ove disertacije. lako je diferencijalna ekspresija hsa-miR-93-5p uoc¢ena samo kod HCT116
¢elija, zbog sposobnosti SW620 ¢elija da proizvode veliki broj odlepljenih ¢elija koje se spontano
mogu ponovo pri¢vrstiti za podlogu, obe ¢elijske linije su dalje kori§¢ene pri analizi uloge hsa-miR-
93-5p u testovima koji opisuju proces metastaziranja.

5.4.3. Hsa-miR-93-5p i uticaj na vijabilnost i proliferaciju celija

Onkogena uloga hsa-miR-93-5p je pokazana u regulaciji proliferacije i vijabilnosti ¢elija kod
nekoliko tipova tumora, poput karcinoma jajnika [271], glioblastoma [271], nazofaringealnog
karcinoma [272], nesitnocelijskog karcinoma pluca [273], karcinoma jednjaka [274], karcinoma
grli¢a materice [275,276] i karcinoma Zeluca [277], dok je tumor-supresorska uloga hsa-miR-93-5p
dokazana u U87-MG celijama glioma [278], i CRC, reguliSu¢i proliferaciju ¢elija razli¢itim
mehanizmima. Naime, pokazano je da je povisena ekspresija hsa-miR-93-5p inhibirala proliferaciju
i formiranje kolonija kod SWI1116 c¢elija gajenih u medijumu bez seruma sa karakteristikama
mati¢nih ¢elija [279], zatim SW480 i HCT116 ¢elija regulacijom Wnt/B-katenin signalnog puta
[231,280], kao i LOVO i SW480 ¢elija kroz uticaj na hsa-miR-93-5p/HMGB3 regulatornu osu
[281]. Takode, Caco2 ¢elije sa stabilno povisenom ekspresijom hsa-miR-93-5p su imale smanjenu
stopu proliferacije za 40%, u poredenju sa originalnim Caco2 ¢elijama, a predlozeni mehanizam
regulacije ¢elijske proliferacije je ukljucio gene ERBB2, p21 i VEGF, jer je pokazano da hsa-miR-
93-5p inhibira ekspresiju ovih gena, Koji su inace i povezani sa proliferacijom celija [248]. Rezultati
prikazani u ovoj studiji su pokazali da ni poviSena, ni snizena ekspresija hsa-miR-93-5p nije dovela
do promene vijabilnosti SW620e i HCT116 ¢elija, $to je u suprotnosti sa prethodno navedenim
studijama koje su uklju¢ivale HCT116 ¢elije, gde je dokazano anti-tumorsko dejstvo hsa-miR-93-5p
[231,280]. Medutim, zapaZzeno je da je kotretman hsa-miR-93-5p mimikom sa 5-FU povecao
vijabilnost HCT116 ¢elija, odnosno da je delovao protektivno na vijabilnost HCT116 ¢elija, tj.
ublazio citotoksi¢no dejstvo 5-FU, i na taj nacin je ispoljena onkogena uloga hsa-miR-93-5p uz
kotretman sa 5-FU. Studija Li i saradnika, je takode pokazala onkogenu ulogu hsa-miR-93-5p
testom formiranja kolonija, gde je broj kolonija drasti¢no porastao nakon transfekcije sa hsa-miR-
93-5p mimikom u prisustvu 5-FU, ali u ¢elijama karcinoma zeluca SGC-7901 [277]. Medutim, hsa-
miR-93-5p moze delovati i hemiosenzitivno nakon kotretmana sa drugim hemioterapetuskim
lekovima poput oksaliplatina, jer je smanjenjem ekspresije hsa-miR-93-5p pomoc¢u antisens
oligonukleotida inhibirana citotoksi¢nost izazvana oksaliplatinom, i to dozno-zavisno, kod SW480 i
HCT-15 celija [282]. Sumirano, rezultati ove teze nisu ukazali na ulogu hsa-miR-93-5p u
vijabilnosti SW620e i HCT116 ¢elija, ali zato hsa-miR-93-5p moze delovati protektivno i povecati
vijabilnost HCT116 ¢elija pri kotretmanu sa 5-FU.

5.4.4. Hsa-miR-93-5p i uticaj na ¢elijski ciklus i ¢elijsku smrt

Kao i u regulaciji ¢elijske proliferacije i vijabilnosti, dvojaka uloga hsa-miR-93-5p (onkogena i
tumor-supresorska) je pokazana u regulaciji Celijskog ciklusa i apoptoze u razli€itim tipovima
karcinoma. Tako je u ¢elijama karcinoma jajnika OVCAR3 i SKOV3, stopa apoptoze bila smanjena
za 60% i 48%, respektivno, nakon tretmana hsa-miR-93-5p mimikom [255]. Onkogena uloga hsa-
mMiR-93-5p je primecena i u karcinomu jajnika gde je inhibicija ove miRNK dovela do povecanja
stope umiranja CaSki i HeLa c¢elija po tipu apoptoze [275]. U ¢elijama nazofaringealnog karcinoma,
povisena ekspresija hsa-miR-93-5p je znacajno smanjila procenat ¢elija u G1 fazi ¢elijskog ciklusa i
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povecala procenat celija u S fazi [272], dok je u U87-MG c¢elijama glioma tretman hsa-miR-93-5p
mimikom doveo do zaustavljanja ¢elija u GO/G1 fazi [278]. Koris¢enjem konstrukta koji smanjuje
ekspresiju hsa-miR-93-5p inhibirana je proliferacija ¢elija blokiranjem progresije ¢elijskog ciklusa
kroz G2/M fazu i indukovana je apoptoza kod celija adenokarcinoma pluéa A549 i celija
skvamocelularnog karcinoma SK-MES-1 [273]. Kod CRC, pokazana je tumor-supresorska uloga
hsa-miR-93-5p u regulaciji ¢elijskog ciklusa i ¢elijske smrti po tipu apoptoze [248,280,281]. Tako
su funkcionalne studije pokazale da poviSena eckspresija hsa-miR-93-5p promovise apoptozu
SW480 i HCT116 c¢elija [280], kao i SW480 i LOVO c¢elija [281]. Analiza celijskog ciklusa u
Caco2 ¢elijama je pokazala da je poviSena ekspresija hsa-miR-93-5p dovela do akumulacije ¢elija u
G2 fazi, dok su dalje funkcionalne studije pokazale da hsa-miR-93-5p moze da suprimira ekspresiju
CCNBI proteina dovode¢i do zastoja u G2 fazi [248]. Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj
disertaciji ukazuju da hsa-miR-93-5p ne uti¢e na distribuciju faza ¢elijskog ciklusa kod SW620e
¢elija, kao ni na celijsku smrt, $to nije u skladu sa prethodno objavljenim studijama na ¢elijama
primarnog CRC, ili mCRC. Medutim, neki literaturni podaci takode ukazuju na odsustvo uloge hsa-
miR-93-5p u regulaciji ¢elijskog ciklusa i smrti ali u drugim tumorima, kao na primer u karcinomu
jednjaka [274] i neuroblastomu [283].

5.4.5. Hsa-miR-93-5p i uticaj na invaziju i migraciju

Invazija i migracija su neke od osnovnih karakteristika malignih tumora, ukljuc¢uju¢i CRC. Rezultati
predstavljeni u ovoj studiji su pokazali da hsa-miR-93-5p ne uti¢e na migraciju SW620e i HCT116
¢elija. Studija Liu i saradnika na karcinomu jednjaka je takode dosla do istog nalaza, pokazuju¢i da
hsa-miR-93-5p transportovana egzozomima ne uti¢e ni na migraciju, ni na invaziju ovih ¢elija
[274]. Suprotno tome, nekoliko studija na CRC su pokazale da hsa-miR-93-5p ima tumor-
supresorsku ulogu u regulaciji invazije i migracije. Naime, pokazano je da je poviSena ekspresija
hsa-miR-93-5p inhibirala migraciju, ali ne i invaziju Caco?2 ¢elija [248], zatim suprimirala migraciju
HCT116 Celija [231], suprimirala migraciju i invaziju SW480 i HCT116 ¢elija [241], kao i LOVO i
SW480 [281]. Za razliku od CRC, vecina literaturnih podataka ukazuje na onkogenu ulogu hsa-
miR-93-5p u regulaciji invazije i migracije kod karcinoma poput: glioma [271], nazofaringealnog
karcinoma [272], nesitnoéelijskog karcinoma pluc¢a [273], karcinoma grlica materice [275,276],
karcinoma Zeluca [277,284], skvamocelularnog karcinoma glave i vrata [285], hepatocelularnog
karcinoma [286], i karcinoma jednjaka [287].

5.4.6. Hsa-miR-93-5p i uticaj na angiogenezu

Poznato je da su miRNK ukljucene u proces angiogeneze, kroz regulaciju pro- ili anti-angiogenih
faktora [288]. Stavise, uloga hsa-miR-93-5p u regulaciji angiogeneze je pokazana u razli¢itim
tipovima karcinoma. Naime, kada su U87 ¢elije glioma koje imaju povisenu ekpsresiju hsa-miR-93-
5p gajene u ko-kulturi sa endotelnim ¢elijama, one su uspele da potpomognu Sirenje, rast, migraciju
i formiranje tuba endotelnih ¢elija, dok su in vivo eksperimenti pokazali da ¢elije koje eksprimiraju
povisen nivo hsa-miR-93-5p indukuju formiranje krvnih sudova kroz regulaciju integrina-8 [271].
Takode, MT-1 ¢elije karcinoma dojke sa stabilnom ekspresijom hsa-miR-93-5p formiraju tumore sa
vise krvnih sudova u poredenju sa ¢elijama sa bazalnom ekspresijom hsa-miR-93-5p, a kada se gaje
u ko-kulturi sa endogenim celijama YPEN dolazi do formiranja kompleksnijih i duzih struktura
nalik tubama, u poredenju sa kontrolnim tretmanom [289]. Uloga hsa-miR-93-5p kao promotera
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vaskularne mimikrije je pokazana 1 kod Ccelija trostruko negativnog karcinoma dojke
MDA-MB-231, jer je uoceno da snizena ekspresija hsa-miR-93-5p uti¢e na smanjenje sposobnosti
ovih c¢elija da se umrezavaju [290]. Vancelijske nanovezikule poreklom od osteosarkoma, koje
pored drugih miRNK sadrze i hsa-miR-93-5p, su uticale na HUVEC ¢elije, poreklom od endotelnih
¢elija vene pupCane vrpce, da formiraju strukture nalik tubama in vitro i in vivo [291]. Povisena
ekspresija hsa-miR-93-5p moze i direktno stimulisati formiranje lumena HUVEC c¢elija kroz
inhibiciju ekspresije EPLIN [288]. Nasuprot ovim studijama, studija Qian i saradnika je pokazala da
poviSena ekspresija hsa-miR-93-5p inhibira angiogenezu kroz regulaciju Ang2 [292]. Rezultati
prikazani u ovoj studiji ukazuju da je hsa-miR-93-5p mimik doveo do formiranja tuba kod SW620e
i HCT116 ¢celija, u poredenju sa mNK, ¢ime je pokazana uloga hsa-miR-93-5p u promovisanju
vaskularne mimikrije i kod CRC.

5.4.7. Hsa-miR-93-5p i uticaj na rast tumora in vivo

Kako bi se potvrdili nalazi dobijeni in vitro na celijskim linijjama, uloga hsa-miR-93-5p je
pokazana kod glioma, kada su U87 ¢elije transfekovane sa hsa-miR-93-5p mimikom ubacene u CD-
1 imuno-kompromitovane miseve formirale znatno veée tumore u poredenju sa kontrolnim
tretmanom nakon 6 nedelja [271]. Takode, miSevi kod kojih su ubacene celije nazofaringealnog
karcinoma CNEL sa stabilnom ekspresijom hsa-miR-93-5p su razvili veée tumore i imali su vecu
incidencu razvoja limfnih i plu¢nih metastaza, u poredenju sa kontrolnom grupom miseva [272]. Na
slican nacin, onkogena uloga hsa-miR-93-5p je potvrdena in vivo kod karcinoma Zeluca [284] i
hepatocelularnog karcinoma [286]. Saglasno sa in vitro studijama, hsa-miR-93-5p je imala tumor-
supresorsku ulogu kod CRC. Naime, miSevi kod kojih su ubacene Caco2 [248], ili HCT116 celije
[231] sa povisenom ekspresijom hsa-miR-93-5p su razvili znacajno manje tumore u poredenju sa
kontrolnim ¢elijama. Tumor-supresorska uloga hsa-miR-93-5p je potvrdena in vivo i kod karcinoma
jajnika [293], dok kod skvamocelularnog karcinoma glave i vrata nije zapazena uloga hsa-miR-93-
5p u regulaciji rasta tumora in vivo [285].

lako je CAM esej dobro ustanovljen model za in vivo istrazivanja rasta tumora, uloga hsa-miR-93-
5p u regulaciji rasta tumora nije prethodno ispitivana ovim esejem. CAM je ekstraembrionalna
membrana koja nastaje delimicnim spajanjem horiona 1 alantoisa tokom embrionalnog razvoja
pileta, a po svojoj funkciji se moze smatrati ekvivalentom placente sisara. U poredenju sa
eksperimentima na glodarima, CAM esej je brZzi za izvodenje 1 jeftiniji jer ne zahteva
specijalizovane uslove gajenja i parenja jedinki, kao 1 odrzavanja imunodeficijentnih sojeva usled
urodene imunodeficijencije do 14 dana razvoja [294]. Takode CAM nije inervisan, $to omogucava
gajenje ksenografta bez nanoSenja bola ili povreda embriona pileta. CAM je izuzetno dobro
inervisana membrana §to je Cini idealnim sistemom za rast tumora usled dobrog snabdevanja
kiseonikom, nutritijentima i faktorima rasta [195]. Rezultati ove studije su pokazali da ni povecanje,
niti smanjenje ekspresije hsa-miR-93-5p kod SW620e i HCT116 ¢elija i njihove inkubacije na
CAM-u nije dovelo do promene u zapremini tumorske mase u odnosu na njihove odgovarajuce
kontrole. Na osnovu ovih rezultata se moze zakljuciti da hsa-miR-93-5p ne utice na rast tumora kod
SW620e i HCT116 ¢elija u in vivo model sistemu embriona pileta.

76



6.

ZAKLJUCCI

Na osnovu postavljenih ciljeva ove doktorske disertacije i dobijenih rezultata mogu se izvesti
sledec¢i zakljucci:

1)

2)

In silico analiza

In silico analizom je identifikovano ukupno 316 jedinstvenih miRNK koje reguliSu 10 gena
kanonskog TGFp signalnog puta TGFB1, TGFB2, TGFB3, TGFBR1l, TGFBR2, SMAD?2,
SMAD3, SMAD4, SMADG6 i SMAD?.

Molekulima miRNK koje reguliSu najveéi broj c¢lanova kanonskog TGF[ signalnog puta
pripadaju hsa-miR-17-5p i hsa-miR-93-5p koje reguliSu po 5 ¢lanova, dok hsa-miR-106b-5p,
hsa-miR-130a-3p, hsa-miR-18a-5p, hsa-miR-204-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-21-5p i hsa-
miR-92a-3p regulisu po 4 ¢lana kanonskog TGFp signalnog puta.

Uticaj standardne i ciljane hemioterapije za leCenje mCRC na ekspresiju miRNK koje
reguliSu ¢lanove TGFp signalnog puta, aktivnost TGFp signalnog puta, vijabilnost i smrt
¢elija SW620 in vitro

Standardni hemioterapeutski lekovi 5-FU, oksaliplatin, irinotekan i njihovi kombinovani rezimi
FOX i FIRI uti¢u na ekspresiju hsa-miR-17-5p, hsa-miR-93-5p i hsa-miR-21-5p u SW620
¢elijama. Promena ekspresije hsa-miR-21-5p nakon tretmana kombinovanim hemioterapeuticima
je bila tranzijentna tokom vremena, dok je hsa-miR-93-5p pokazala najstabilniji odgovor na ove
tretmane.

Kombinovani hemioterapeutski tretmani FOX i FIRI indukuju aktivaciju TGFp signalizacije u
SW620 celijama, koja nije povezana sa promenama ekspresije hsa-miR-17-5p, hsa-miR-93-5p i
hsa-miR-21-5p.

SW620 su pokazale relativno dobar odgovor na tretman standardnim hemioterapeutskim
lekovima jer je doSlo do smanjenja vijabilnosti i indukcije smrti ovih celija, ali i promene
ekspresije gena EMT kojom su poprimile karakteristike sli¢ne epitelnim ¢elijama.

Rastuc¢e koncentracije ciljanog hemioterapeutskog agensa bevacizumaba nisu imale efekat na
vijabilnost SW620 ¢elija, dok je kombinacija FOX tretmana i najviSe ispitane koncentracije
bevacizumaba znagajno smanjila vijabilnost SW620 ¢elija. Celije HCEC su bile senzitivnije na
dejstvo bevacizumaba u odnosu na ¢elije SW620.

Bevacizumab, niti kombinacija FOX + bevacizumab nema efekta na ekspresiju hsa-miR-93-5p u
SW620 celijama.

3) Translacioni potencijal hsa-miR-93-5p kod ispitanika sa CRLM

Nivo ekspresije hsa-miR-93-5p u CRLM i serumu nije povezan sa demografskim i klinicko-
patoloskim karakteristikama ispitanika sa CRLM.
Relativna ekspresija hsa-miR-93-5p je visa u CRLM u poredenju sa netumorskim tkivom jetre.
Ekspresija hsa-miR-93-5p u CRLM ne korelira sa ekspresijom hsa-miR-93-5p u serumu.
Nivo ekspresije hsa-miR-93-5p u CRLM umereno negativno korelira sa nivoom tumorskog
markera CEA.
Neoadjuvantna hemioterapija ne uti¢e na ekspresiju hsa-miR-93-5p u CRLM i serumu.
Ekspresija hsa-miR-93-5p u CRLM i serumu nije povezana sa odgovorom na neoadjuvantnu
hemioterapiju.
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e Nije uocena razlika u jednogodiSnjem prezivljavanju bez recidiva kod pacijenata sa visokom

ekspresijom hsa-miR-93-5p u CRLM i serumu u poredenju sa ispitanicima sa niskom
ekspresijom hsa-miR-93-5p.
Visoka ekspresija hsa-miR-93-5p u serumu je povezana sa pojavom ranog recidiva bolesti.

4) Funkcionalna karakterizacija hsa-miR-93-5p

Ekspresija hsa-miR-93-5p u ¢elijskim linijama CRC opada u smeru HCT116—DLD-
1->SW480— SW837—SW620 u odnosu na ¢elije neizmenjenog epitela kolona HCEC, dok je
ekspresija hsa-miR-93-5p u ¢elijama HCT116 priblizna njenoj ekspresiji u ¢elijama HCEC.
Celije HCT116 sa visom ekspresijom hsa-miR-93-5p su priblizno 8 puta osetljivije na 5-FU u
odnosu na ¢elije SW620 sa nizom ekspresijom hsa-miR-93-5p.

Ne postoji razlika u ekspresiji hsa-miR-93-5p u originalnim ¢elijama SW620 u poredenju sa
¢elijama SW620 rezistentnim na 5-FU.

Nakon tretmana sa 5-FU ne dolazi do promene ekspresije hsa-miR-93-5p u adherentnim
rezistentnim ¢elijama SW620 1 HCT116 u odnosu na netretirane adherentne celije, ali je zato
ekspresija hsa-miR-93-5p u plutaju¢im ¢elijama HCT116 nakon tretmana sa 5-FU vi$a u odnosu
na kontrolne plutajuée Celije.

PoviSena/snizena ekspresija hsa-miR-93-5p ne uti¢e na vijabilnost SW620 i HCT116 celija,
medutim, poviSena ekspresija hsa-miR-93-5p deluje protektivno na vijabilnost HCT116 ¢Celija pri
kotretmanu sa 5-FU.

PoviSena/snizena ekspresija hsa-miR-93-5p ne uti¢e na sposobnost ¢elija SW620 i HCT116 da se
odupru ¢elijskoj smrti po tipu anoikis usled nemogucénosti da se zalepe za podlogu.
Povisena/snizena ekspresija hsa-miR-93-5p ne uti¢e na distribuciju faza Celijskog ciklusa kod
SW620 celija.

PoviSena ekspresija hsa-miR-93-5p stimuliSe in vitro formiranje tuba kod c¢elija SW620 i
HCT116.

Povisena/snizena ekspresija hsa-miR-93-5p ne uti¢e na migraciju ¢elija SW620 i HCT116.
Povisena/snizena ekspresija hsa-miR-93-5p ne utie na rast tumora kod ¢elija SW620 i HCT116
na in vivo model sistemu embriona pileta.

Na osnovu iznetih konkretnih zaklju€aka moze se izvesti ops$ti zaklju¢ak da je mreZa interakcija
miRNK sa ¢lanovima TGFp signalnog puta veoma kompleksna. Pokazano je da standardni
hemioterapeutici koji se koriste za leCenje mCRC uticu na ekspresiju miRNK koje reguliSu ¢lanove
TGFp signalnog puta i njegovu aktivaciju in vitro. Prospektivna klini¢ka studija je pokazala da hsa-
miR-93-5p u serumu ima potencijalni translatorni potencijal kao neinvazivni prognosticki
biomarker za pojavu ranog recidiva bolesti kod ispitanika sa CRLM. Funkcionalna karakterizacija
je pokazala da hsa-miR-93-5p stimuli$e in vitro formiranje tuba, ali da ne uti¢e na vijabilnost,
¢elijski ciklus, rezistenciju na 5-FU, anoikis i migraciju in vitro, kao ni na rast tumora in vivo.
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H3sjasa o ayropcTBy

VMe 1 ripe3ume ayTopa JoBana Jlecnorosuh

Bpoj uanexca M3003/2015

HN3jaBbyjem

Jla je MTOKTOpCKa ArcepTallyja moj HacJIOBOM

Vnora mukpoPHK ykipyuenux y perynanujy TGFp curnansor myra y MetactaTcKoM

KOJIOPEKTATHOM KapIHHOMY - (YHKIIMOHATTHA aHAJIN3a ¥ OJIrOBOP Ha Tepamnujy

* pe3yJTaT CONCTBEHOT UCTPAXKMUBAUKOT PAJIa;
* 1a IUCepTalyja y LEeTUHN HU y JIeJIOBUMA HUje Ouiia MpeyiockeHa 3a CTUIAkhEe Ipyre
JTUIUIOME TIpeMa CTYAH]CKUM IporpaMuMa JIPYTruX BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA;
* J1a Cy pe3yJITaTh KOPEKTHO HABEJCHU U
* 1a HECAM KPIINO/JIa ayTOPCKa MpaBa U KOPUCTHUO/JIa MHTENEKTYaIHy CBOJHUHY APYTUX
JULa.
[Tornuc aytopa

VY Beorpany, 20.01.2022.
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H3jaBa 0 HCTOBETHOCTH LITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT
pana

VMe 1 mipe3ume ayTopa JoBana [lecrioroBuh

bpoj uniekca M3003/2015

CTyaujCcKH Iporpam MonekynapHa 6uosoruja

Hacnos paga Ynora mukpoPHK yksbyuenux y perynauujy TGFpB curnannor myra

Y METACTAaTCKOM KOJIOPCKTAJIHOM KaplUUHOMY - Q)YHKHHOHaJIHa aHaJIu3a U OAroBOp

Ha Tepamnujy

Mentop _ Ap AJekcanpa Hukomuh u np Karapuna 3espuh

WzjaBbyjeM [1a je INTammaHa Bep3Wja MOT JOKTOPCKOT paja HWCTOBETHA EJIEKTPOHCKO]
BEp3MjU KOjy caM Tpefao/Ja paad MoXpamuBama y JIMIHTAJHOM Peno3uTopujymy
Yuusep3urera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM 1a ce o0jaBe MOjH JHYHM TOJAIM BE3aHU 3a J00Ujarke aKaJeMCKOr Ha3uBa
JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UMe U Mpe3nMe, TOJUHA U MecTo pol)ema U JaTyM o0paHe paja.

OBU NMYHM MOJAM MOry ce O0jaBUTH Ha MpPEXHUM CTpaHMIIaMa JUTHTalHE OMOIMOTEKe, Y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJIory U 'y myOnukanujama Y HuBepsureta y beorpany.

IHoTrnuc ayropa

VY Beorpany, 20.01.2022.
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H3jasa o kopumthemwy

Opnamthyjem  YHuBep3utTeTcky Oubmmorexky ,,CBerozap MapkoBuh™ nga y Jlurutainu
perno3uToprjyM YHuBep3uTeTa y beorpaay yHece Mojy JOKTOPCKY TUCEPTAIIN]y IO/ HACIOBOM:

Vnora mukpoPHK ykibyuenux y perynanujy TGFp curnannor myra y MetactaTckoM

KOJIOPEKTATHOM KapIMHOMY - (YHKIIMOHATHA aHAIHM3a ¥ OATOBOP Ha Teparujy

KOja je MOje ayTOPCKO JEO.

JucepTanujy ca CBUM IpHIO3UMa Mpeao/aa caMm y eJIeKTPOHCKOM (GopMmaTy MOTOJHOM 3a TPajHO
apXUBUPAE.

Mojy IOKTOPCKY JAWCEepTalyjy MOXpameHy y JIurutanmHom perno3uTopujymy YHHBEp3UTETa Yy
Beorpagy um nmoctymHy y OTBOPEHOM MPHUCTYIYy MOTY J1a KOPHCTE CBH KOjU TOMITYj]y oapende
caapkane y onabpanom tumry iunenne Kpearusae 3ajeqauie (Creative Commons) 3a Kojy cam ce
OJUTYy4YHO/J1a.

1. AytopctBo (CC BY)
2. AyropctBo — HekomeprujaaHo (CC BY-NC)
@AyTopCTBo — HekoMmepuujanHo — 6e3 npepana (CC BY-NC-ND)
4. AyTopcTBO — HEKOMEPIHjaaHO — AeauTh o uctuM yemosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyrtopctBo — 6e3 npepajia (CC BY-ND)
6. AytopctBo — nenuti o uctum ycnosuma (CC BY-SA)
(MonuMo /1a 3a0KpY>KUTE caMo JeIHY OJ1 IEeCT MOHYh)eHUX JIUIIeHIIN.

Kparak onuc nuieHIM je cacTaBHU JIE0 OBE U3jaBe).

IHoTnuc ayropa

VY Beorpany, 20.01.2022.
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1. AytopcTBo. Jlo3BOoJbaBaTe YMHOKABAKE, TUCTPUOYIIM]Y U JaBHO CAOIIITABAKE JIeTia, U TIpepaje,
aKo ce HaBele UME ayTopa Ha HauuH ojpel)eH o cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JHUIICHIE, YaK U Y
koMepuujanHe cBpxe. OBo je HajcI000JHIja O] CBUX JIMIICHIIH.

2. AyTOopcTBO — HekoMepuujajaHo. Jlo3BosbaBaTe YMHOXKaBame, IUCTPUOYLHU]Y M JaBHO
caomIlTaBame JieNia, ¥ Mpepaje, ako ce HaBele UMe ayTopa Ha HayMH ojapeheH ox crpaHe aytopa
WK AaBaolia juieHie. OBa JUIeHIIa He J03B0JbaBa KOMEpPIIHjaIHy yHoTpeOy aena.

3. AyTOpCTBO — HeKOMepIHjajHo — 0e3 mpepajaa. /[03BoJbaBaTe YMHOXKaBaWkEe, TUCTPUOYIH]Y U
JaBHO caomIlTaBame Jiena, 6e3 mpoMeHa, MpeodIMKOBamka WM yIoTpede esia y CBOM [y, ako ce
HaBeJle Me ayTopa Ha HauuH ojJipeleH o cTpaHe ayTopa Wiu JaBaona juireHie. OBa JuleHIa He
J103BOJbaBa KOMEPIMjaJIHy ynoTpeOy aena. Y oJHOCY Ha CBE OcTaje JUIICHIIE, OBOM JIMIICHIIOM Ce
orpannyaBa HajBehu oO6uM rpasa kopunthema jaena.

4. AYyTOpCTBO — HEKOMEPIHjAJIHO — JeJIUTH MO UCTHM yca0BHMA. /[03BoJbaBaTe YMHOKABaE,
IUCcTpUOyLIMjy M JaBHO CaolllTaBame Jeja, M Ipepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauuH
oapeheH o cTpaHe ayTopa WIIM JlaBaolia JHUIIEHIE U aKo ce Mpepaja JUCTpUOyHpa Mo UCTOM U
cIMYHOM JuieHoM. OBa JIMIIEHIa He JJ03BOJbaBa KOMEpLUjalHy yHnoTpeOy Aena u npepaja.

5. AyropcTBo — 0e3 mpepana. [[0o3BosbaBaTe YMHOXABambe, JUCTPUOYIHjY U jJABHO CAOMILITABAE
nena, 6e3 mpoMeHa, MpeoOIMKOBamka WK YIoTpeOe Jiejia y CBOM Jielly, akO € HaBe[e UMe ayTopa
Ha HauumH ojpeheH oa cTpaHe ayTopa WiIM JaBaoua JjuueHne. OBa JUIEHNA JO3BOJbaBa
KOMepIHjaliHy yrnoTpeOy Jena.

6. AyTOpCcTBO — AeJUTH MOJ UCTHUM YycjaoBuUMa. J[03BoJpaBaTe yMHOXKaBame, JAUCTPUOYILH]Y U
JaBHO caomIlTaBame Jejia, U Ipepaje, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH on crpaHe
ayTopa MJIM J1aBaolia JIMLEHIIE U aKo ce Ipepaja TUCTpUOyupa noJ KICTOM UM CIMYHOM JIMLIEHIIOM.
OBa nMIEHIAa J103BOJbaBa KOMEpILMjalHy ynoTpeOy nena u mpepana. CinyHa je cOQTBEpCKUM
JUIEHIIAMa, OJTHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJIa.
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